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Zusammenfassung
Die vorliegende Dissertation behandelt im Wesentlichen die Stabilisierung wässriger
Proteinlösungen der biotechnologisch hergestellten spinnen-seidenähnlichen 
Proteine R16 und R16-Arg8 in Form von wässrigen Dispersionen, deren 
Elektroverspinnbarkeit, Abbaubarkeit und Untersuchung der Argininfreisetzung in 
Bezug auf die zukünftige Anwendung dieser Proteine als Wundauflage. Die in dieser 
Arbeit verwendeten Proteine werden auf biotechnologischem Wege mit Hilfe von 
E.coli-Bakterien hergestellt. Diese Proteine bestehen aus einer durch das genetische 
Material vorgegebenen Aminosäuresequenz, die sich 16 Mal wiederholt. Das Protein 
R16-Arg8 enthält eine zusätzliche Arginin-Einheit aus acht Aminosäuren. 
Im Laufe der Doktorarbeit wurden mehrere Methoden der Proteinstabilisierung 
entwickelt. Die entwickelten Stabilisierungen basieren auf der Anwendung von 
unterschiedlichen Substanzen und werden entsprechend ihrer Ausrichtung in
„Biologische Stabilisierung“, „Chemische Stabilisierung“ und „Physikalische 
Stabilisierung“ unterteilt. Alle oben genannten Methoden haben ihre besonderen Vor-
und Nachteile. 
Die biologische Stabilisierung basiert auf der Anwendung eines amphiphilen 
wasserlöslichen Proteins, dessen amphiphile Fragmente oder einzelnen 
Aminosäuren. Die beiden spinnenseidenähnlichen Proteine konnten erfolgreich mit 
Hilfe des fettsäurefreien Bovine Serum Albumin (ff.BSA) als Hilfsprotein stabilisiert 
werden. Es ist ebenfalls gelungen, diese Proteine sowohl mit ff.BSA- als auch R16-
Proteinfragmenten zu stabilisieren. Außerdem wurde festgestellt, dass die 
Aminosäure Phenylalanin ebenfalls imstande ist, die hydrophoben Proteine R16 und 
R16-Arg8 zu stabilisieren. Trotz der erfolgreichen Stabilisierung blieben die Lösungen 
nicht mehr als zwölf Stunden stabil. Lediglich mit Phenylalanin konnte eine 15%-ige 
Proteinlösung (m/v) 24 Stunden stabil gehalten werden.
Die chemische Stabilisierung wird durch Anwendung eines chemischen amphiphilen 
Oligomers ermöglicht. Das synthetisierte Oligomer P(Phenylglycidylether)-block-
P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3) konnte erfolgreich für die Stabilisierung von
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spinnenseidenähnlichen Proteinen eingesetzt werden. Dabei konnte eine bis zu 
22%-ige (m/v) Proteinlösung hergestellt werden. Experimentell wurde festgestellt, 
dass die fürdie Weiterverarbeitung am besten geeignete Konzentration von 14% bis 
zu zwei Tage stabil bleibt. Die zuletzt entwickelte Variante der Stabilisierung ist die 
physikalische Stabilisierung. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Varianten 
wird bei dieser Methode keine spezielle amphiphile Substanz verwendet. Diese sehr 
gut funktionierende Art der Stabilisierung basiert auf der gleichzeitigen Anwendung
einer basischen Dialyselösung in Verbindung mit einer leicht erhöhten Temperatur. 
Diese beiden Faktoren ermöglichen die Ausbildung von sehr stabilen, geladenen 
Proteinmizellen in wässriger Lösung. Dabei konnte eine 15%-ige (m/v) Proteinlösung 
erfolgreich stabilisiert werden, die bis zu zwei Tage stabil blieb. Zusammenfassend 
wird festgestellt, dass insbesondere mit Hilfe der physikalischen und chemischen 
Stabilisierung stabile Proteindispersionen hergestellt werden konnten.
Erst die erarbeiteten Stabilisierungen haben das Elektroverspinnen der 
spinnenseidenähnlichen Proteine ermöglicht. Mit dem geringeren Zusatz (1.5% bis 
2%) von Polyethylenoxid als Viskositätsverbesserer konnten die Proteindispersionen
erfolgreich gesponnen werden. Es konnten Fasern mit einem maximalen 
Proteingehalt von 90% und einem Faserdurchmesser von ca. 400 nm herstellt 
werden. Des Weiteren wurden sowohl die stabilen Dispersionen sowie die
gesponnenen Fasern mittels unterschiedlicher analytischen Methoden, wie 
Elektronenmikroskopie, Infrarot-Spektroskopie (IR-Spektroskopie) und 
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (EPR-Spektroskopie) untersucht. 
Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie konnte sowohl das Vorhandensein der 
Proteinmizellen in den stabilisierten Proteinlösungen als auch die Ausbildung von 
Protein-Polymer-Nanofasern während des Elektroverspinnens nachgewiesen 
werden. Die Untersuchungen mittels IR-Spektroskopie trugen zur Aufklärung der 
sekundären Proteinstruktur in gesponnenen Nanovliesen bei. Es wurde festgestellt, 
dass die Proteine nach dem Elektroverspinnen eine α- bzw. eine ungeordnete 
sekundäre Proteinstruktur besitzen. Unter anderem konnte die Änderung der 
Sekundärstruktur in die β-Struktur durch die Nachbehandlung mit 100 %-igem 
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Methanol belegt werden. Die Anwendung der EPR-Spektroskopie half bei der 
Aufklärung der R16/ff.BSA- bzw. R16-Arg8/ff.BSA-Wechselwirkungen. Die
durchgeführten Experimente bewiesen die Besetzung der hydrophoben Stellen des 
Hilfsproteins ff.BSA durch die hydrophoben spinnenseidenähnlichen Proteine bei der 
Anwendung von ff.BSA als Stabilisator. Ein wichtiger Punkt der Arbeit war die 
Untersuchung der Abbaubarkeit von Vliesen und Fasern aus 
spinnenseidenähnlichen Proteinen in Hinblick auf die Anwendung als Wundauflage.
Dabei wurde sowohl der enzymatische Abbau (Matrix-Metalloproteinase) von 
Proteinfilmen als auch die Abbaubarkeit von Proteinvliesen mittels natürlicher
Wundexsudaten in Betracht gezogen. Die Abbaubarkeit ließ sich mit Hilfe der 
Aminosäureanalyse von freien Aminosäuren gut nachweisen. Insbesondere wurde in 
dieser Arbeit auf die Freisetzung von Arginin, Ornithin und Prolin geachtet, da diese 
Aminosäuren für die schnellere Wundheilung unabdingbar sind. Die Untersuchungen 
zeigten die Abbaubarkeit von Filmen und Vliesen durch natürliche Wundexsudate. Im 
Vergleich zu einer Referenzprobe (natürliches Wundexsudat) stieg nach 24 Stunden 
in den mit einem Wundexsudat inkubierten Proben die Konzentration von Arginin, 
Ornithin und vor allem Prolin durch Proteinabbau. Der Konzentrationsanstieg an 
freien Aminosäuren ist im Falle des Abbaus eines Vlieses stärker als im Vergleich 
zum Abbau eines Films ausgeprägt. Dies liegt vor allem an der viel größeren 
Oberfläche des Vlieses im Vergleich zu einem Proteinfilm. Die Aminosäureanalyse 
zeigte, dass die aus Wasser gesponnenen Vliese besser durch natürliche 
Wundexsudate abgebaut werden, als die aus Ameisensäure gesponnenen. R16- und 
R16-Arg8-Proteinfilme wurden mittels ausgewählter Matrix-Metalloproteinasen (MMP-
2, MMP-8, MMP-9, MMP-12 und MMP-13) nicht abgebaut.
Eine im Auftrag von Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG durchgeführte Studie 
zeigte ebenfalls eine bessere Re-epethelialisierung einer Wunde durch die aus 
Wasser gesponnenen Proteinvliesen in einem ex vivo Hautstanzen-Modell im 
Vergleich zu den aus Ameisensäure gesponnenen Vliesen. Des Weiteren zeigten die 
aus Wasser gesponnenen R16-Arg8-Vliese einen signifikant besseren Effekt auf die 
Re-epethelialisierung im Vergleich zu den aus Wasser gesponnenen R16-Vliesen. 
Dieser Effekt ist auf die endständige Arginin-Sequenz zurückzuführen.
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Alle oben genannten Ergebnisse bewiesen die Abbaubarkeit spinnenseidenähnlicher
Proteine, die Freisetzung des Arginins durch natürliche Wundexsudate und eine 
schnellere durch die spinnenseidenähnliche Proteine hervorgerufene Re-
epethelialisierung einer Wunde. Folglich sind sie für eine Anwendung als 
Basiskomponente von neuartigen Wundauflagen geeignet.
Ferner wurden Versuche zu Darstellung von Gelen auf Basis der 
spinnenseidenähnlichen Proteine durchgeführt. Die Untersuchungen haben die 
Möglichkeit der Gelherstellung sowohl mit den funktionalisierten, sternförmigen 
Polyethylenglycol-Molekülen (NCO-sP(EO-stat-PO)) als auch mit sternförmigen,
funktionalisierten Polyglycidol-Molekülen (sPG) belegt. Mittels Elektronenmikroskopie 
konnte die typische Gelstruktur nachgewiesen werden. Das Quellverhalten der Gele 
wurde ebenfalls untersucht. Die Erhöhung der Masse von NCO-sP(EO-stat-PO)/R16-
Gelen betrug nach dem vollständigen Aufquellen über 180%. Bei sPG/R16-Gelen ist 
die Wasseraufnahmekapazität noch deutlicher ausgeprägt. Die Erhöhung der Masse
in den aufgequollenen Gelen betrug in diesem Fall ca. 400%, wobei der Wasseranteil 
in den Gelen auf über 80% gestiegen ist.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Möglichkeiten der Stabilisierung von 
hydrophoben, spinnenseidenähnlichen Proteinlösungen entwickelt. Des Weiteren 
konnten die stabilisierten Dispersionen erfolgreich versponnen werden. Diese 
Dispersionen sowie daraus gesponnene Vliese wurden mittels unterschiedlicher 
analytischer Verfahren untersucht. In Dispersionen wurde das Vorhandensein von 
Protein-Mizellen nachgewiesen. Alle gesponnenen Protein/Polymer-Vliese besaßen
eine α- bzw. eine ungeordnete sekundäre Proteinstruktur, die durch Nachbehandlung 
mit 100%-igem Methanol teilweise in die β-Struktur geändert werden konnte. 
Mehrere intern durchgeführte Experimente zeigten die Abbaubarkeit dieser Vliese 
durch natürliche Wundexsudate. In einem ex vivo Hautstanzen-Modell konnte eine 
schnellere Re-epethelialisierung einer Wunde durch R16 und vor allem R16-Arg8
bewiesen werden. All diese Fakten deuten auf die Möglichkeit der Anwendung der 
spinnenseidenähnlichen Proteine als Wundauflage hin.
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Summary
The present PhD thesis deals with the stabilization of aqueous protein solution of 
biotechnologically manufactured proteins R16 and R16-Arg8 similar to spider silk
proteins, in a  form of aqueous dispersions, their electrospinability, degradability and 
investigation of arginine release in terms of future applications as wound dressing. 
The proteins investigated in the present work are biotechnologically produced using 
bacteria E.coli. The proteins contain an amino acid sequence, which is coded with 
help of genes and repeated 16 times. The protein R16-Arg8 has one additional 
arginine unit composed of eight amino acids. 
In the course of the dissertation numerous protein stabilization methods have been 
developed. The developed stabilization methods are based on application of different 
compounds and could be classified according to the mechanism of action as 
“biological stabilization”, “chemical stabilization” and “physical stabilization”.  All these 
above mentioned methods have its advantages and disadvantages.
The biological stabilization is based on the application of amphiphilic water soluble 
proteins, its amphiphilic fragments or single amino acids. Both spider silk similar 
proteins R16 and R16-Arg8 were successfully stabilized with help of fatty acid free 
Bovine Serum Albumin (ff.BSA) as a supporting protein. It was also possible to 
stabilize these proteins both with ff.BSA and R16 fragments.  Moreover, amino acid 
phenylalanine was found to stabilize the hydrophobic proteins R16 and R16-Arg8. 
Nevertheless the resulting solutions were not stable more than 12 hours. Only the 
solutions containing 15 % (m/v) of protein could demonstrate 24 hours stability using 
phenylalanine.
The chemical stabilization becomes possible via application of amphiphilic chemical 
oligomers. The synthesized P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethyl-
glycidylether)-(3,3) oligomer was successfully used for the stabilization of spider silk 
similar proteins. Protein solutions containing 22 % (m/v) of protein were obtained. 
The 14 % protein solution, which is optimal for further protein processing, was 
experimentally found to be stable up to two days.
Another type of protein stabilization is a physical stabilization. This method, in 
contrast to all above mentioned types of stabilization, does not require an application 
of any amphiphilic substances.  This, effectively functioning technique, includes an 
application of basic dialysis solution at slightly increased temperatures.
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These two factors enable the production of very stable charged protein micelles in 
water.  Using this technique it was possible to obtain 15 % protein solutions, which 
were stable for several days. Especially stable dispersions could be obtained using 
chemical and physical stabilization methods.
The obtained dispersions made it possible to electrospin spider silk similar proteins. 
The protein dispersions were successfully electrospun with an addition of the 
polyethylene oxide from 1.5% to 2.0% as a viscosity reducing agent. Both the 
dispersions and the resulting fibers were investigated using scanning electron 
microscopy (SEM), infrared spectroscopy (IR-spectroscopy) and electron 
paramagnetic resonance spectroscopy (EPR-spectroscopy). The presence of 
polymer micelles in the polymer dispersions and the formation of protein-polymer-
nanofibres via electrospinning process were detected and studied with the aid of 
electron microscopy. Using IR-spectroscopy the secondary structure of the proteins 
in the electrospun nanofibers was elucidated. The α- protein structure or disordered
secondary structure was detected in electrospun nanofibres. Moreover the changes 
of protein secondary structure upon treatment with pure methanol were determined. 
The application of EPR-spectroscopy helped to understand the interactions between 
R16/ff.BSA and R16-Arg8/BSA. The fulfilled experiments demonstrated an occupation 
of the hydrophobic sites of the auxiliary protein ff.BSA by the hydrophobic proteins 
similar to spider silk while using ff.BSA as a stabilizing agent. A further part of the 
work was devoted to a study of the degradation of fibrous webs and fibers made of 
similar to spider silk proteins in terms of their application as wound dressing 
materials. Both the enzymatic degradation and the degradation with natural wound 
effluent were examined. The degradation was perfectly detected with the aid of 
amino acid assays of free amino acids. A great attention has been paid to release of 
arginine, ornithine and proline from the degraded materials, as these amino acids 
play an important role in the wound healing process. The experiments showed the 
degradation of film and fibrous webs with the natural wound effluent. The 
concentration of arginine, ornithine and especially proline has been increased after 
24 hours incubation of the testing samples incubation with a wound effluent in 
comparison to the reference sample (natural wound effluent). The degradation of 
protein fibrous webs gave higher rise of free amino acids concentration compared
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with the protein coats. Presumably it could be explained by the greater surface of the
web in comparison to the surface of the protein film.
The amino acid analysis showed a faster degradation of the water-base produced 
protein fibrous webs, compared to a degradation of formic acid base produced 
protein fibrous webs. The R16 and R16-Arg8 protein films could not be degraded using 
selected matrix of metalloproteinases (MMP-2, MMP-8, MMP-9, MMP-12 and MMP-
13). 
Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG also revealed a better re-epithelisation of 
wound in the ex vivo model with the help of protein fibrous webs formed from water 
rather than obtained from formic acid. Furthermore the R16-Arg8 fibrous webs, formed 
from water, showed significantly better effect on the epithelisation compared to R16
fibrous webs. This effect is attributed to the arginine sequence at the chain terminus. 
The above mentioned results demonstrate the degradability of spider silk like 
proteins, their L-arginine release affected by natural wound fluids and faster 
epithelisation of wounds induced by the process. Consequently the studied proteins 
show a high potential in their application as a new class of wound dressings. 
Additionally first experiments were carried out to produce gels based on spider silk 
like proteins. The experiments showed a possibility to produce gels with both 
functionalized star-shape polyethylenglycol molecules (NCO-sP(EO-stat-PO)) and 
star-shape, functionalized polyglycidol molecules (sPG). Gel structures and the 
swelling behavior of gels were investigated with help of electron microscopy. A 180% 
mass increase of NCO-sP(EO-stat-PO)/R16 gels was observed after complete gel 
swelling. The sPG/R16 gels demonstrated even better water absorption. A 400% 
mass increase of sPG/R16 gels was determined, where the water content was more 
than 80% in the gels.
In the course of the present work the spider silk like protein solution stabilization 
methods were developed. The stabilized protein solutions were successfully
electrospun producing nonwoven nanofiber webs. Both the final nanofibrous
nonwoven materials and initial stabilized protein solutions were investigated using 
different analytical methods. The protein micelles presence was detected in the 
investigated stabilized protein solutions. All produced protein/polymer nonwoven 
nanofibrous materials showed α- i.e. disordered secondary protein structure, which 
was successfully changed in β-structure upon treatment with 100% methanol. 
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The degradation of elaborated protein nonwoven nanofibrous materials in the 
presence of natural wound effluent was proved by numerous experiments.
An ex vivo skin stamping model demonstrated a faster re-epithelisation of the wound 
using R16 protein and particularly R16-Arg8. All these results suggest the application of 
the spider silk like proteins in a form of nanofiber webs as wound dressing materials.
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Abkürzungsverzeichnis
abs. absolutes
ADF-3 Araneus diadematus (Gartenkreuzspinne) Fibroin 3
ADF-4 Araneus diadematus (Gartenkreuzspinne) Fibroin 4
AFM Atomic Force Microskopie (Rasterkraftmikroskopie)
Ala L-Alanin
Arg L-Arginin
A/s Aminosäure(n)
A/s-Analyse Aminosäureanalyse
Asn L-Asparagin
Asp L-Asparaginsäure
ATR Abgeschwächte Totalreflexion
bzw. beziehungsweise
BSA Bovine Serum Albumin, Fraktion V
ff.BSA Bovine Serum Albumin, Fraktion V, fettsäurefrei
°C Grad in Celsius
ca. Circa
cm zentimeter
Δ Chemische Verschiebung (NMR)
Da Dalton
DMEM Dulbecco‘s Modified Eagle Medium (Nährmedium)
DMF Dimethylformamid
DNA Deoxiribonucleic acid (Desoxiribonukleinsäure)
ECM Extrazelluläre Matrix
E.coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EEGE Ethyletoxyglycidylether
EPR Electron Paramagnetic Resonance
(Elektronenspinresonanz)
et al. et alii, et aliae
FESEM Field Emission Scanning Electron Microscopy
(Feldemissionsrasterelektronenmikroskopie)
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FT-IR Fourier transform infra-red spectroscopy 
(Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie)
g Gramm
GdnSCN Guanidinthiocyanat
Ge-Kristall Germanium-Kristall
Gln L-Glutamin
Gly L-Glycin
h Stunde (n)
HCL Salzsäure
HFIP Hexafluorisopropanol
HSA Human Serum Albumin
kDa Kilodalton
kV Kilovolt
L Liter
lat. Latein, auf Lateinisch
LDH Laktatdehydrogenase
M Molar
MALDI Matrix-assisted laser desorption/ionization 
(Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation)
MeOH Methanol
mg Milligramm
µg Mikrogramm
Min. Minute(n)
mL Milliliter
µL Mikroliter
mm Milimeter
mM Millimolar
MMP Matrixmetalloproteinasen
MWCO Molecular Weight Cut Off (Ausschlußgrenze), in Dalton
m/v Masse pro Volumen
NADH Nicotinamidadenindinukleotid
NaOH Natriumhydroxid
nm Nanometer
Abkürzungsverzeichnis
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NMR Nuclear magnetic resonance spectroscopy
(Kernspinresonanzspektroskopie)
NO Stickstoffmonoxid
o.g. oben genannte(n)
-OH-Ion Hydroxidion
PBS Phosphate buffered saline
(Phosphatgepufferte Salzlösung)
PEG Polyethylenglycol
PEO Polyethylenoxid
PGE Phenylglycidylether
pH Negativer dekadischer Logarithmus 
der Protonenkonzentration
Phe L-Phenylalanin
Pro L-Prolin
PVA Polyvinylalkohol
PVP Polyvinylpirrolidon
RGD-Sequenz Arginin- Glycin-Asparaginsäure – Tripeptid
REDV-Sequenz Arginin-Glutaminsäure-Asparaginsäure-Valin –
Tetrapeptid
REM Rasterelektronenmikroskopie
RT Raumtemperatur (meistens 22-23 C°)
Ser L-Serin
s.g. so genannte(n)
sPG Sternförmiges Polyglycidol
NCO-sP(EO-stat-PO) Sternförmiges Polyethylenglycol
Std. Stunde(n)
TEM Transmissionselektronenmikroskopie 
THF Tetrahydrofuran
Thr L-Threonin
Tyr L-Tyrosin
v/v Volumen pro Volumen
z.B. zum Beispiel
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Kapitel 1. Einführung
1.1 Einleitung
Wundauflagen, auch Wundverbände genannt, werden schon seit Tausenden von
Jahren von Menschen verwendet. Bereits in Ägypten und der alten Antike wurden die 
Wundauflagen aus natürlichen Stoffen, überwiegend Baumwolle und Leinen, 
eingesetzt. Dabei bestand die Hauptaufgabe des Wundverbandes zuerst darin, die 
Wunde abzudecken und ruhigzustellen. [1] Die damals entscheidende Entwicklung 
der Wundauflagen geht auf einen der berühmtesten Ärzte des Altertums, Hippokrates 
von Kos zurück. Er beschrieb die Wundbehandlung mit Leinenkompressen, die mit 
Rotwein getränkt waren. Dieses Desinfektionsmittel wurde dann häufig angewandt, 
bis es im 19-ten Jahrhundert endgültig durch andere Mittel wie z.B. Phenol 
(Carbolsäure) ersetzt wurde. [2] Die Verwendung von Phenol in Verbindung mit 
Verbandsmaterial wurde erstmals 1867 von Josef Lister beschrieben. Die 
darauffolgende Entwicklung der organischen Chemie hat eine Vielzahl an Stoffen mit 
antiseptischer Wirkung hervorgebracht, unter denen insbesondere Borax, 
Salicylsäure und Thymol zu erwähnen sind. Mit der Entwicklung und Herstellung der 
entfetteten Baumwollwatte kurz vor 1870 durch Viktor von Bruns ist eine neue Ära in 
der Anwendung von Wundauflagen eingeleitet worden.  
Die rasante Entwicklung der Polymerchemie insbesondere die Galvanisierung des 
Kautschuks führte unter anderem auch zur Entwicklung von Adhäsivpflastern. Die 
technische Perfektionierung des Verfahrens trug zur Weiterentwicklung und 
Herstellung von „Leukoplasten“ bei. 
Eine bahnbrechende Entwicklung gelang der Firma Lohmann nach dem Zweiten 
Weltkrieg, als sie zu dem Zeitpunkt sehr innovative, neuartige Vliesstoffe herstellte. 
Es wurde ermöglicht, ungewebte Fasern physikalisch so zu verfestigen, dass 
dadurch ein sehr fester aber dennoch elastischer Verband entsteht. Zudem konnte 
nun auf das aufwendige Spinnen und Weben verzichtet werden. [2, 3] Die 
nachstehende Abbildung gibt eine Übersicht über die wichtigsten 
Entwicklungsetappen der Wundauflagen wieder. 
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Wundauflagen
Verbandsmaterial Antimikrobielle Fasern
ca. 5000 J. v.Chr. ca. 5000 J. v.Chr.
Leinen, Honig und Wein wurden in Salzlösung getränktes
für die Wundbehandlung verwendet. Leinengewebe wurde
für die Einhüllung von   
Mumien eingesetzt.
1867
Josef Lister imprägnierte einen Verband mit Phenol 
als Desinfektionsmittel 
1880 1900
Erste zusammengesetzte Wundverbände Zelluloseacetat zeigte                 
auf Basis von Baumwolle (Gamgee-Tissue). Resistenz gegen Pilz-
Erster Wundverband in Form eines Filmes. bewuchs  und Verwesung.
Verwendung nach Hauttransplantationen.
1920 1941
Arzneistoffe enthaltende Wundauflagen mit Fachbegriff „Antibakterielle 
weichem Paraffin und Antiseptikum. Fasern“ als Bezeichnung für
bakterienhemmende und 
bakteriziden Eigenschaften.
Anfangs der 60-er Jahre
Die Feststellung der schnelleren Heilung von 
feuchten Wunden im Vergleich zu trockenen      1961
führte zu rascher Entwicklung und Anwendung      Entwicklung des Quinn-
der Gele, Schäume und Polysacharide als Material Tests für die Bestimmung 
für Wundauflagen. der antibakteriellen und 
antifungiellen Faser-
eigenschaften.
Abbildung 1: Historische Meilensteine in der Entwicklung der Wundauflagen.
[4]
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Zunehmend werden bei der Wundbehandlung unterschiedliche Aspekte, wie z.B. Art 
der Wunde und ihre Entstehungsursache,  berücksichtigt und entsprechende 
Behandlungsstrategien erarbeitet. So können für die Behandlung sowohl 
nichtimplantierbare Materialien wie Alginate und Chitosan als auch implantierbare
Materialien wie z.B. Polylactidsäure und Polyethylenoxid verwendet werden. [5, 6]
In den 90-er Jahren gerieten Proteine und Peptide immer mehr in den Mittelpunkt der 
Biomaterialforschung. So wurde gezeigt, dass Proteinsequenzen wie RGD und 
REDV die Zelladhäsion und Proliferation unterstützen. Diese Sequenzen zeigten ihre 
Wirkung auch in Verbindung mit einer Matrix aus Poleurethan, Polyethylenoxid oder 
Seide. [7] Für die Verbesserung der Wundauflagen können nicht nur die einzelnen 
Aminosäuresequenzen sondern auch ganze Proteine verwendet werden. Shukala 
und Kawakara berichteten über die Anwendung der alpha-Amylase und 
Glucoseoxidase in unterschiedlichen Wundauflagen. [8, 9] Edwards et al. zeigten die 
gestiegenen antimikrobiellen Eigenschaften der Baumwolle-Cellulose-Wundauflage 
nach der Immobilisierung von Lysozym. Das auf der Wundauflage immobilisierte 
Lysozym wies sogar eine höhere Effektivität bei der Lysis der Gram-positiven 
Bakterien als das freie Lysozym auf. [10]
Ein faszinierendes und zum größten Teil aus Proteinen bestehendes Biomaterial ist 
die Seide. Vor allem die Spinnenseide ist seit tausenden von Jahren bekannt. Nichts 
desto trotz entdecken Forscher immer neue Anwendungsmöglichkeiten für dieses 
interessante Material. Inspiriert durch die wundheilungsfördernden Eigenschaften der 
natürlichen Spinnenseide, die sich bereits die Römer zu Nutze gemacht hatten, 
entwickelten Forscher mit Hilfe moderner molekular-biotechnologischer Technik
seidenähnliche Proteine. [11]
Die wundheilungsfördernden Eigenschaften der natürlichen Spinnenseide werden 
unter anderem durch die Aminosäure L-Arginin hervorgerufen. Aus dieser 
Aminosäure kann durch das Enzym Stickstoffmonoxid-Synthase ein NO-Molekül 
synthetisiert werden. [12]
Die nachstehende Abbildung zeigt die Rolle des NO-Moleküls in einem 
„gesunden“ Wundheilungsprozess.
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Abbildung 2: Phasen einer Wundheilung und Synthese von NO in einer Wunde.
[12]
Insbesondere in den ersten drei Tagen steigt die Synthese von NO-Molekülen 
kontinuierlich an. Das in der Wunde produzierte NO-Molekül erfüllt gleichzeitig 
mehrere Aufgaben. Es wird sowohl das Zellwachstum als auch die 
Zelldifferenzierung angeregt. Experimentell wurde die Korrelation zwischen der NO-
Synthese und der Kollagensynthese nachgewiesen. Die Kollagensynthese fördert vor 
allem den Aufbau der extrazellulären Matrix. [13, 14] Nicht zu vernachlässigen ist die 
Rolle des schnelleren Wundverschlusses. In vitro Studien zeigten eine erhöhte 
Produktion von beweglichen Keratinozyten, denen bei dem Wundverschluss und der 
Hautreparatur eine große Rolle zugesprochen wird. [15]
Viele Wunden entstehen durch äußere Einflüsse wie z.B. Temperatur oder scharfe 
Gegenstände. Bei allen Wunden wird vor allem die Haut zerstört. [16]
Obwohl ihr Gewicht nur ca. 8% des Gesamtkörpergewichts beträgt, stellt sie ein 
vielseitiges Organ des menschlichen Organismus dar, was unter anderem auf ihre
komplexe Struktur zurückzuführen ist. [17]
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Im Großen und Ganzen besteht sie aus drei wesentlichen Schichten, nämlich der
Epidermis (Oberhaut), Dermis (Lederhaut) und Subcutis (Unterhaut). Jede der drei 
Schichten besteht aus mehreren Unterschichten bzw. unterschiedlichen 
Gewebearten. Die Abbildung 3 zeigt schematisch den Aufbau der Haut.
Abbildung 3: Übersicht über den Aufbau der unbehaarten Haut
[16]
Intakte Haut erfüllt gleichzeitig mehrere Funktionen. Eine der wichtigsten Funktionen 
ist die Abgrenzung des Organismus von der Außenwelt. Damit stellt sie eine Barriere 
und somit einen gewissen Schutz vor Umwelteinflüssen dar. Die Haut schützt unter 
anderem vor Verletzungen und Austrocknung und hilft dabei, die Überhitzung des 
Körpers durch Produktion von Schweiß zu vermeiden. Des Weiteren ist bekannt, 
dass die Haut für Druck-, Schmerz-, und Temperaturrezeptoren auf der Oberfläche
besitzt. Diese ermöglichen dem Körper eine Wahrnehmung und eine Art 
Kommunikation mit der Umwelt, was zu Wahrung des inneren Gleichgewichts 
(Homöostase) beiträgt. Die vielseitigen Aufgaben der Haut im Bereich des 
Stoffwechsels und Schutz vor ultravioletter Strahlung vervollständigen diese kurze 
Übersicht der Hautfunktionen. [16]
Die wahre Bedeutung der Haut wird anhand der Folgen von Hautverletzungen 
sichtbar.
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Grundsätzlich wird zwischen akuten und chronischen Wunden unterschieden. Akute 
Wunden entstehen unmittelbar durch äußere Einflüsse. Die Entstehungsursachen 
dieser Wunden lassen sich in drei Typen unterscheiden:
1. Mechanische Wunden, die infolge einer Gewalteinwirkung wie Schnitt-, Stich-, 
oder Schussverletzungen entstehen 
2. Thermische Wunden, die durch Hitze oder Kälte hervorgerufen werden.
3. Chemische Wunden, die auf die Säuren- bzw. Laugeneinwirkung 
zurückzuführen sind.
Zeigt eine Wunde innerhalb von 4 bis 12 Wochen trotz sachgerechter Behandlung 
keine Heilungstendenzen, gilt sie als chronisch. Die meisten chronischen Wunden 
treten infolge bestimmter Krankheiten, wie zum Beispiel Zuckerkrankheit, auf. [16]
Der menschliche Organismus besitzt prinzipiell die Fähigkeit, entstandene 
Hautdefekte eigenständig wieder zu beheben. Dabei soll grundsätzlich zwischen 
einer Regeneration und einer Reparation unterschieden werden. Eine Regeneration 
tritt auf, wenn es sich um oberflächliche Verletzungen handelt, wobei die Wunde 
auch ohne Narbenbildung verheilen kann. Im Falle einer Reparation wird der 
Gewebedefekt durch unspezifische Elemente des Bindegewebes ersetzt. Die 
Funktion der Haut lässt sich dabei weitgehend wieder herstellen. Eine Wundheilung 
kann, in Abhängigkeit vom Heilungsprozess, als primäre bzw. sekundäre 
Wundheilung bezeichnet werden. Die primäre Wundheilung ist für die Wunden 
charakteristisch, deren Wundränder dicht aneinander liegen und glatt durchgetrennt 
sind (z.B. Schnittwunde). Diese Art der Wundheilung ist meistens nach wenigen
Tagen abgeschlossen. Alle anderen Wunden müssen sekundär verheilen. Diese Art 
der Heilung ist deutlich aufwendiger und beansprucht längere Zeiträume. [18]
Unabhängig von der Art läuft die Wundheilung in drei sich überschneidenden Phasen 
ab. Die Heilung beginnt mit einer Reinigungs- oder Exsudationsphase. In dieser 
Phase bildet sich Wundexsudat aus, das zur Ausschwemmung von Bakterien und 
Zelltrümmern beiträgt. Anschließend dringen Makrophagen in die Wunde ein und 
beginnen mit dem Abbau von Bakterien und abgestorbenen Gewebeteilen durch
Phagozytose. Die zweite Phase zeichnet sich durch Entstehung der neuen Gewebe 
aus und wird deshalb als Proliferationsphase bezeichnet. Während der letzten so 
genannten Regenerationsphase wird ein Narbengewebe ausgebildet. [19]
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Das oberste Ziel der Wundbehandlung ist ein schneller Wundverschluss unter 
Wiederherstellung einer möglichst optimalen Funktionalität. Dabei spielt das richtige  
Material eine zentrale Rolle.  An die modernen Wundauflagen werden hohe 
Anforderungen gestellt. Sie sollen steril, nicht toxisch und anpassungsfähig sein. 
Außerdem sollen sie gut absorbieren und einen Gasaustausch ermöglichen. Nicht zu 
vernachlässigen ist der Wirtschaftsfaktor. 
Konventionelle Wundauflagen aus Baumwolle oder Viskose stellen zwar eine 
Barriere gegen sekundäre Wundinfektionen dar und sind imstande, das 
überschüssige Wundexsudat zu absorbieren, können aber das feuchte Milieu einer 
Wundblase nicht nachahmen. Gerade dies ist mit Hilfe der so genannten feuchten 
Wundbehandlung möglich, die in den letzten Jahrzehnten immer mehr in den 
Mittelpunkt der Forschung rückte. Ziel der feuchten Wundbehandlung ist es, 
Verhältnisse zu imitieren, wie sie unter einer geschlossenen Wundblase herrschen. 
Zurzeit werden vor allem Hydrokolloidale, oft basierend auf Carboxymethylcellulose 
sowie Polysacchariden dispergiert in Polyisobuthylen, für die Wundauflagen 
verwendet. [20] Sie tragen durch Gelieren oder Anschwellen zur Erhaltung eines 
feuchten Wundmilieus und damit zu einer schnelleren Wundheilung bei. Eine andere 
derzeit verwendete Auflage ist die Polyurethanschaumstoffauflage. [20] Dabei wird der 
Polyurethanschaum direkt auf der Wunde angebracht und somit das Wundexsudat 
absorbiert. [20] Des Weiteren existieren noch Calcium-Alginat und nichthaftende  
feuchte Auflagen. Alginate werden direkt auf die Wunde gelegt, wo sie sehr schnell 
ein Gel ausbilden und für ein feuchtes Milieu sorgen. Der Verbandwechsel gestaltet 
sich in diesem Fall atraumatisch. Bei nichthaftenden Auflagen wird zwischen 
wirkstofffreien und wirkstoffhaltigen Auflagen unterschieden. Diese sind luft-und 
wasserdampfdurchlässig. [20]
Alle oben dargestellte Auflagen sind schon seit längerer Zeit auf dem Markt. 
Heutzutage werden prinzipiell neue Konzepte entwickelt, die teilweise auf dem 
Elektrospinnverfahren basieren. Besonders vorteilhaft ist dieses Verfahren bei der
Herstellung von Nanofasern aus unterschiedlichsten Materialien, die sowohl rein 
chemisch bzw. biotechnologisch produziert werden, wodurch auch mit Wirkstoff 
beladene Nanofasern hergestellt werden können. Auf eine detaillierte Beschreibung 
des Elektrospinnverfahrens wird später eingegangen.
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Zhou et al. berichten im Jahre 2008 über das Elektroverspinnen von chitosan-
basierten Nanofasern und deren Anwendung als Wundauflage. Chitosan ist 
biokompatibel und wirkt antimikrobiell. Diese Eigenschaften verleihen ihm eine aktive 
Rolle bei der Wundbehandlung. [17]
2010 berichten Vasconcelo et al. über den möglichen Einsatz von Proteinmatrizen 
(Fibrion/Keratin) als moderne Wundauflagen. [21]
Die Verwendung wässriger Lösungen der Strukturproteine, wie Collagen, Seide oder 
Keratin, für Wundauflagen erfordert, aufgrund ihrer Wasserunlöslichkeit, eine 
vorherige Überführung und Stabilisierung dieser Proteine in wässrigen Medien.
Einem wichtigen Konzept der Stabilisierung solcher Proteine liegt das Phänomen der 
Amphiphilie zu Grunde. Amphihile Proteine enthalten sowohl hydrophile als auch 
hydrophobe Aminosäuren. Diese Proteinstruktur ermöglicht den Einsatz eines 
Tensids zur Stabilisierung dieser Proteine in wässrigen Medien. Ein Tensid stellt eine 
chemische Verbindung dar, die seinerseits sowohl hydrophobe als auch hydrophile 
Gruppen enthält, wodurch nach Zusatz der Tensidmoleküle eine Erniedrigung der 
Oberflächenspannung bewirkt wird. Die hydrophoben Gruppen des Tensids 
orientieren sich um die hydrophoben Aminosäurereste, wobei die hydrophilen dem 
wässrigen Medium zugekehrt sind. Dadurch wird die energetisch ungünstige 
Kontaktzone zwischen den hydrophoben Proteinteilen und wässrigen Medium so 
klein wie möglich gehalten. [22]
Diesem Konzept nach sollte die Anwendung von Tensiden eine ausreichende 
Stabilisierung der Seidenproteine und die darauffolgende Weiterverwendung zur 
Herstellung von Wundauflagen ermöglichen.
Hintergrund der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer neuartigen
bioinspirierten Wundauflage auf Basis der biotechnologisch hergestellten
spinnenseidenähnlichen Proteine. Diese Wundauflage soll nicht nur die klassischen
Funktionen der Wundabdeckung erfüllen, sondern sich auch durch ihre 
wundheilungsfördernden Eigenschaften und aktive Beteiligung durch 
Argininfreisetzung deutlich von den herkömmlichen Wundabdeckungen 
unterscheiden. Außerdem soll die Auflage aus wasserbasierten Lösungen mittels 
Elektrospinnverfahren hergestellt werden und bei Bedarf eine Freisetzung von 
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Wirkstoffen ermöglichen. Nicht zuletzt sollen die Nanofasern eine wirksame 
physikalische Barriere gegen Fremdkörper und Bakterien darstellen.
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1.2 Kapitelbeschreibung
Die vorliegende Arbeit befasst sich im Allgemeinen mit der Entwicklung von
neuartigen Stabilisierungen von wässrigen hydrophoben Lösungen von
spinnenseidenähnlichen Proteinen, deren Verspinnbarkeit und materialspezifischen 
Eigenschaften.
Kapitel 2 enthält die Literaturübersicht in Bezug auf die natürlichen und 
biotechnologisch hergestellten Seidenproteine. Darüber hinaus wird über die 
Anwendung des Elektrospinnverfahrens von Proteinlösungen und analytischen 
Untersuchungsmethoden von Fasern und Vliesen berichtet.
Kapitel 3 stellt die Synthese eines Oligomers (Tensid) dar und zeigt seine 
Anwendung im Rahmen der chemischen Stabilisierung von spinnenseidenähnlichen 
Proteinen. Außerdem werden die Ergebnisse des Elektroverspinnens vorgestellt. 
Kapitel 4 befasst sich mit drei Möglichkeiten der biologischen Stabilisierung von 
spinnenseidenähnlichen Proteinen, deren Ergebnissen und Verspinnbarkeit der 
stabilisierten Dispersionen.
Kapitel 5 beschäftigt  sich mit der physikalischen Stabilisierung von Seidenproteinen 
und deren Ergebnissen. Ferner werden die Resultate in Bezug auf die 
Verspinnbarkeit der in wässrigen Medien stabilisierten Dispersionen vorgestellt.
Kapitel 6 beschreibt die Ergebnisse der wässrigen Stabilisierung, Abbaubarkeit und 
Charakterisierung der Nanofasern. Außerdem werden die Ergebnisse der FT-IR-
Untersuchungen in Bezug auf die Stabilisierung von Vliesen vorgestellt.    
Kapitel 7 präsentiert die Ergebnisse der Strukturuntersuchungen der aus wässrigen 
Medien gesponnenen Nanofasern und Vliesen und stellt die Ergebnisse der 
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie dar, mit deren Hilfe die Wechselwirkungen 
zwischen Albumin und R16- bzw. R16-Arg8-Proteine untersucht wurden.
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Kapitel 8 zeigt die Möglichkeit der Herstellung von Gelen auf Basis der 
spinnenseidenähnlichen Proteine. 
Kapitel 9 beschreibt die Stabilisierung des Proteins C16 mit handelsüblichen 
amphiphilen Polymeren.
Kapitel 10 stellt die Ergebnisse der infrarotspektroskopischen Untersuchungen der 
Nanofasern auf Proteinbasis dar, deren Proteinanteil mit fettsäurenfreien Albumin 
bzw. Proteinfragmenten stabilisiert wurde.
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Kapitel 2. Stand der Forschung
2.1 Einleitung
Spinnen gehören neben Skorpionen, Milben und Weberknechte zu Spinnentieren 
(lat. Arachnida) und sind somit dem Stamm Gliedertiere (lat. Antropoda) zuzuordnen.  
Sie bevölkern die Erde seit ca. 400 Millionen Jahren und haben sich seitdem stark 
verbreitet. Zurzeit sind über 40.000 Spinnenarten bekannt. [11] Die meisten Spinnen 
haben im Laufe der Evolution eine effektive Fangmethode entwickelt, die auf 
Anwendung eines Seidennetzes basiert. In Abhängigkeit von der Form wird zwischen 
einem Radnetz, Trichternetz, Baldachin usw. unterschieden. Das Radnetz ist die 
bekannteste Variante des Spinnennetzes, die von den in Europa beheimateten 
Spinnen verwendet wird. Dieses Netz besteht seinerseits aus verschiedenen Fasern, 
die sich durch ihre Dehnbarkeit und Stabilität unterscheiden. Diese Fasern bestehen 
hautsächlich aus Proteinen und weisen, in Bezug auf ihre Durchmesser und 
Beschaffenheit, ungewöhnliche mechanische Eigenschaften auf. [23] Die Kenntnisse 
über den Aufbau von Spinnenseide geben den Wissenschaftlern einen Anreiz,  
neuartige Materialien mit herausragenden mechanischen Eigenschaften zu 
entwickeln. Gleichzeitig bietet die moderne Molekularbiologie die Möglichkeit, absolut 
neue Proteine auf Basis der Spinnenseidenproteine zu schaffen.  
2.2 Spinnenseidenproteine
2.2.1 Natürliche Spinnenseide als Vorbild für neue Materialien
Die Seide ist schon seit tausenden von Jahren bekannt und wird bis heute für die 
Textilproduktion verwendet. Die bekannteste Seide ist die der Seidenraupe Bombyx 
mori. [24] Im Hinblick auf die Entwicklung und Erforschung neuer Hochleistungs-
materialien richtet sich die Aufmerksamkeit auch auf die Untersuchung schon lange 
bekannter Materialien aus der Natur. Eine weitere bekannte Seidenart ist die 
Spinnenseide. Der Durchmesser der Spinnenseidenfasern beträgt nur 1-5 µm und 
sie ist trotzdem belastbarer als jedes andere, auch synthetisch hergestellte, Material. 
Die einmalige Kombination von Dehnbarkeit und Stabilität zeichnet sich durch 
hervorragende mechanische Eigenschaften aus, die sogar Kevlar- und 
Kohlenstofffasern überlegen sind. [11, 25, 26] Die Spinnenseide ist resistent gegen die 
meisten Lösemittel und Enzyme außer Trypsin. Sie ist teilweise löslich in 
Mineralsäuren und alkalischen Basen. Die vollständige Auflösung erfolgt in 
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konzentriertem Lithiumbromid (LiBr), Lithiumthiocyanat (LiSCN) und
Merkaptoethanol. [27]
Die am DWI an der RWTH e.V. angefertigten Aufnahmen des Spinnenfadens
(Gartenkreuzspinne) zeigen das Vorhandensein der Knotenstrukturen. Diese 
Strukturen stellen die Tropfen eines wasserbasierten Klebers dar. [28]
Abbildung 4: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der  feinen Struktur der natürlichen 
Spinnenfadens einer Gartenkreuzspinne
Die moderne Biomaterialforschung ist auf der Suche nach neuen Materialien, die 
sowohl eine gewünschte Wirkung als auch gute Biokompatibilität aufweisen.
Insbesondere Spinnenseide rückt dabei immer mehr in den Vordergrund. Schon die 
Römer, die in viele Kriege verwickelt waren, erkannten die Vorteile der 
Spinnenseiden als Wundverband. [11]
Neue Studien belegen eine geringere Immunogenität und die damit verbundene gute 
Verträglichkeit der Spinnenseide. Diese Seide zeichnet sich auch durch eine gute 
fungale und bakterielle Resistenz aus. [29]
Die oben genannten Eigenschaften machen die Anwendung der Spinnenseide in der 
Medizin z.B. als Nahtmaterial, im Bereich von Tissue Engineering als Mikrokapseln 
oder sogar in der Textilindustrie interessant. [30]
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2.2.2 Aufbau, Strukturen und Funktionen der Spinnenseidenproteine
Wie bereits erwähnt ist die natürliche Spinnenseide ein Kompositmaterial, welches 
zum größten Teil aus abbaubaren Proteinen (Spidroinen) besteht. Die 
Spinnenseiden-proteine zeichnen sich durch ihren ungewöhnlichen Aufbau der 
Primärstruktur, nämlich der Aminosäurensequenz, aus. [31, 32]
Abbildung 5: Schematische Darstellung einer repetitiven Aminosäuresequenz. 
[11]
Für diese Strukturproteine ist eine hohe Anzahl an repetitiven Primärsequenzen mit 
nicht-repetitiven amino-und carboxyterminalen Domänen charakteristisch. Die 
repetitiven Anteile bestehen vor allem aus den Aminosäuren Glycin, Alanin, Prolin 
und Glutamin. Trotz gleicher Bauteile können die fertigen Spinnenseidenproteine 
sehr unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. Dies Prinzip basiert sowohl auf der 
unterschiedlichen Zusammensetzung der Proteine als auch unterschiedlicher 
Reihenfolge der Bauelemente. Diese Kombination konnte im Laufe der Evolution,
aufgrund einer sehr gut angepassten Proteinsynthese, entwickelt werden. Diese 
Entwicklung ermöglicht einer Spinne die Synthese von bis zu sieben 
unterschiedlichen Spinnenseidentypen, ohne ihr Erbmaterial (Genom) unnötig zu 
vergrößern. [33]
Die Proteine der Spinnenseide werden in Drüsen der Spinne zunächst synthetisiert 
und anschließend als sehr dichte, selbstorganisierte Micellenstruktur gespeichert, 
wobei sie eine Mikroemulsion bilden. Die Bildung der selbstorganisierten Micelle ist
vollständig reversibel. [34] Beim Verspinnen der Seide erfolgt eine Strukturierung und 
die Umwandlung der Struktur. Die Streckung der Seide führt zur thermodynamischen 
Fixierung der Strukturen und macht eine Rückbildung unmöglich. [35]
Der Seidenfaden besteht aus unterschiedlichen Bereichen. Mittels 
Röntgenstrukturanalyse konnten Bereiche mit hoher und niedriger Elektronendichte 
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identifiziert werden. Dabei sind die Bereiche mit hoher in die Bereiche mit niedriger 
Elektronendichte eingebettet. 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Struktur eines Spinnenseidenfadens.
[11]
Die hier angesprochenen Bereiche lassen sich zweifelsfrei unterschiedlichen 
Sekundärstrukturen zuordnen. Die β-Faltblattstruktur ist dabei dem Bereich mit hoher 
Elektronendichte zuzuordnen. Dieser kristalline Bereich ist für die ungewöhnlich hohe 
Stabilität der natürlichen Spinnenseide verantwortlich. Gleichzeitig ist der amorphe 
Bereich (niedrige Elektronendichte) keiner definierten Sekundärstruktur zuzuordnen. 
Die Dehnbarkeit eines Fadens wird auf molekularer Ebene durch die amorphen 
Bereiche gewährleistet. [11, 36]
Spinnen sind imstande, bis zu sieben unterschiedliche Spinnenseidenarten 
herzustellen. Erwartungsgemäß sind das Vorkommen und die Verteilung von
amorphen und kristallinen Bereichen je nach Seidenart unterschiedlich. Dabei 
enthalten die für die Netzstabilität verantwortlichen Fasern vielmehr kristalline
Anteile. Die bereits angesprochene Vielfalt der Seidenarten sichert vor allem das 
Leben und Überleben der Spinnen. 
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Die bei der am besten untersuchten Spinne Nephila clavipes identifizierten MaSp1-
und MaSp2-Proteine werden für die Fortbewegung, Beutefang und vor allem 
Netzkonstruktion verwendet. [25, 37] Bei Gartenkreuzspinnen (Araneus diadematus)
entsprechen das Fibroin 3 und 4 (ADF-3 und ADF-4) dem Protein MaSp2. Das
Fibroin 2 (ADF-2) entspricht dem Protein MaSp1 von Nephila clavipes. [38, 39, 40]
Die natürliche Spinnenseide kann im Großmaßstab nicht verwendet werden. Der 
wichtigste natürliche limitierende Faktor ist das stark ausgeprägte kannibalische 
Verhalten der Spinnen. Dies macht eine Züchtung in Farmen kaum möglich und 
wirtschaftlich nicht tragfähig. [41]
Eine Möglichkeit dieses Problem zu umgehen, ist der Einsatz der modernen 
Biotechnologie zur Produktion spinnenseidenähnlicher Proteine.
2.2.3 Biotechnologisch hergestellte spinnenseidenähnliche Proteine
Seit Anfang der 90-er Jahre des vorherigen Jahrhunderts haben Forscher versucht,
die Spinnenseidenproteine von anderen Organismen produzieren zu lassen. So 
beschrieben Kaplan und Lombardi im Jahre 1991 (WO 9116351) die DNA-Sequenz 
von Spinnenseidenproteine und die daraufhin konstruierten Vektoren für die 
Sequenzen. [42]
In den nächsten Jahren (unter anderem 1993, WO 9315244; 1999, WO 9947661 und 
2000, WO 0190389) stieg die Anzahl an Veröffentlichungen und Patenten im Bezug 
auf die biotechnologische Synthese der Seidenproteine rasant. Die meisten als 
Produzenten vorgeschlagenen Organismen sind Pflanzen, Tiere (bzw. Zellen 
tierischer Herkunft), Pilze (speziell Hefen) und Bakterien. [42]
Prinzipiell sind alle diese Organismen dafür geeignet. Allerdings weisen sie dabei 
ihre spezifischen Vor- und Nachteile auf. Pflanzen können einerseits in 
Großmaßstäben produziert werden, andererseits wachsen sie relativ langsam nach 
und hängen dabei sehr stark von äußeren Bedingungen wie z.B. Wetterlage ab. 
Außerdem erwies sich die Aufarbeitung, Gewinnung und Aufreinigung der 
gewünschten Proteine als problematisch. Die Synthese der Spinnenseidenproteine 
mittels transgener Tiere oder Zellkulturen mit Zellen tierischer Herkunft ist eine zweite 
vielversprechende Möglichkeit. Interessante Ergebnisse auf dem Gebiet wurden von 
der Firma Nexia (Kanada) erzielt. Mittels transgener Schafe konnte erstmals gezeigt 
werden, dass die gewünschten Proteine auch aus Milch isoliert werden können. Die
Firma Nexia konnte Seidenproteine ebenfalls mittels Zellkultur herstellen. Das
Stand der Forschung
36
hergestellte Produkt ist unter dem Namen BioSteel® bekannt. Trotz sehr 
beeindruckender Ergebnisse konnte die Herstellung sowohl mittels transgener Tiere 
als auch Zellkulturen mit tierischen Zellen in Großmaßstäben nicht realisiert werden. 
Es liegt möglicherweise daran, dass die transgene Tiere zu teuer sind und relativ 
langsam wachsen. In Anbetracht dieser Probleme sieht die Anwendung von 
Zellkulturen vielversprechender aus. Nichts desto trotz gibt es eine Reihe ungelöster
Probleme. Tierische Zellen können zwar im Vergleich zu Bakterien 
viel größere Proteine herstellen, vermehren sich aber auch viel langsamer. Dies führt 
zu einer langsam ansteigenden Biomasse. Außerdem sind die Mechanismen der 
Proteinsynthese und deren Kontrolle viel komplizierter als bei Bakterien. [43]
Bakterien scheinen zwar aufgrund ihres Wachstums die besten Kandidaten für eine 
biotechnologische Synthese zu sein, unterliegen aber den tierischen Zellen in ihrer 
Fähigkeit große Proteine zu produzieren. Normalerweise können Bakterien nur 
Proteine produzieren, die ca. 5000 Aminosäuren enthalten. Hinzu kommt, dass 
Spinnen eine ungewöhnliche Codongebrauch (codon usage1) verwenden, die stark 
von der der Bakterien abweicht. Allerdings ermöglichen die modernen 
molekularbiologischen Methoden auch Gene aus verschiedenen Spinnenarten zu 
kombinieren. Dies führt zu einer gerichteten Produktion der notwendigen Proteine. [42]
Die im Laufe dieser Arbeit verwendeten Proteine C16, R16 und R16-Arg8 wurden mit 
Hilfe des Bakteriums Escherichia coli (E.coli) produziert. Die Molekularmassen dieser 
Proteine betragen entsprechend 47,7 kDa (C16), 47,3 kDa (R16) und 48,6 kDa (R16-
Arg8). Der Ausgangspunkt für die Entwicklung des Proteins C16 war das natürliche 
Protein ADF-4. Die natürlichen Prototypen für die Zusammensetzung der beiden 
anderen Proteine waren ADF-4 und das Insektenprotein Resilin. [44, 45]
Die identifizierten Alanin-reichen Sequenzen von ADF-4 sorgen dabei für die  
Stabilität, wohingegen die Glycin-reichen Domänen von Resilin für die Flexibilität 
verantwortlich sind. Über die Resilin-Sequenz ist es gelungen, die Aminosäure 
Arginin in die Kette einzubauen. Die hergestellten hydrophoben 
1 Codongebrauch: Häufigkeit der Verwendung der unterschiedlichen Varianten des genetischen Codes.
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spinnenseidenähnlichen Proteine weisen selbstassemblierende Eigenschaften auf 
und sind in der Lage von sich aus bestimmte zwei- und möglicherweise
dreidimensionale Strukturen zu bilden. Diese Eigenschaft bietet einerseits die 
Möglichkeit, die Strukturbildung zu beeinflussen, andererseits erschwert sie die 
Arbeit mit den Proteinen in wässrigen Medien. [31, 32, 46]
Das Protein C16 enthält 560 Aminosäuren und weist folgende Aminosäuresequenz 
auf [44]:
[Gly-Ser-Ser-(Ala)8-Ser-Gly-Pro-Gly-Gly-Tyr-Gly-Pro-Glu-Asn-Gln-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Gly-
Gly-Tyr-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro]16
Die beiden anderen hydrophoben Proteine R16 und R16-Arg8 enthalten 544 bzw. 552 
Aminosäuren und weisen folgende Zusammensetzung auf [45]:
R16: 
[Pro-Gly-Ser-Ser-(Ala)8-Ser-Gly-Pro-(Gly-Gln)5-Gly-Gly-Arg-Pro-Ser-Asp-Thr-Tyr-Gly]16
R16-Arg8:
[Pro-Gly-Ser-Ser-(Ala)8-Ser-Gly-Pro-(Gly-Gln)5-Gly-Gly-Arg-Pro-Ser-Asp-Thr-Tyr-Gly]16-Arg8
Die 16fache Wiederholung der gleichen Aminosäuresequenz weist deutlich auf die 
Verwendung von repetitiven DNA-Sequenzen hin. 
Die im Protein R16 vorhandenen Aminosäuren können in folgende Untergruppen 
eingeteilt werden: 
1. Geladene Aminosäuren : Asp, Arg (insgesamt zwei in der Einheit)
2. Ungeladene polare Aminosäuren: Ser, Gln, Thr (insgesamt 10 in der Einheit)
3. Hydrophobe Aminosäuren: Ala, Gly, Pro (insgesamt 21 in der Einheit)
4. Polare neutrale Aminosäure: Tyr (insgesamt eine in der Einheit)
Die Sequenzen zeigen das Vorhandensein sowohl hydrophiler als auch hydrophober
Aminosäuren. Im Allgemeinen werden die Stoffe, die hydrophile und  hydrophobe 
Teile gleichzeitig besitzen, als amphiphile Stoffe bezeichnet. [22]
Der Gehalt an hydrophoben Aminosäuren überwiegt jedoch den hydrophilen Anteil 
und erklärt die stark ausgeprägte Hydrophobizität dieser Proteine.
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Eine der Zielsetzungen bei der Entwicklung und Verwendung von Proteinen R16 und 
R16-Arg8 war die Einführung der Aminosäure Arginin in die primäre Struktur.
Zahlreiche Forschungsgruppen weisen in ihren Berichten darauf hin, dass diese 
Aminosäure für eine bessere und schnellere Wundheilung notwendig ist. [47, 48]
Die R16- und R16-Arg8-Proteine werden von Bakterien nicht ausgeschieden und 
müssen deshalb zwecks Verwendung isoliert und aufgereinigt werden. 
2.3 Elektroverspinnen von Proteinlösungen
Die Grundprinzipien des Elektroverspinnens basieren vor allem auf  Vorarbeiten von 
Bose, Lord Rayleight und Hagiwaba, die sich mit den Grundlagen dieses Prozesses
auseinandergesetzt haben. Im Jahre 1934 meldete Formhals ein Patent an, in dem
er das Elektroverspinnen von Kunststoffen beschrieb. [49] In den 90er Jahren 
verbreitete sich diese Methode rasant und wird heutzutage in vielen Bereichen 
verwendet, wo die Herstellung von ultradünnen Fasern notwendig ist. Aufgrund der 
zahlreichen Veröffentlichungen auf diesem Gebiet wird hier nicht auf die 
theoretischen Details des Elektroverspinnens eingegangen. [50]
Im Allgemeinen besteht die Apparatur aus einer Düse, die gleichzeitig als Elektrode 
dient und einem Substrat, das auch als Gegenelektrode verwendet wird. 
Abbildung 7: Schematische Darstellung der Apparatur für Elektroverspinnen.
[49]
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Die angelegte Spannung, der Abstand zwischen den Elektroden, die 
Geschwindigkeit der Pumpe und andere Parameter können variiert werden.
Die Anzahl an variierbaren Parameter weist auf die Komplexität des Prozesses hin.
Außer klassischen wasserlöslichen synthetischen Polymeren, wie Polyethylenoxid 
(PEO), Polyvinylalkohol (PVA) und Polyvinylpyrrolidon (PVP), konnten in letzter Zeit 
auch Biopolymere gesponnen werden. [51, 52, 53] 2002 beschrieb Kaplan das 
Elektroverspinnen einer Mischung von Bombyx Mori-Seide und PEO aus 
Hexafluorisopropanol (HFIP). Damit zeigte er unter anderem die grundlegende 
Möglichkeit und Verspinnbarkeit von Seidenproteinen bzw. Protein/Polymer-
Mischungen. [54] Ebenfalls in dieser Zeit veröffentlichten andere Autoren ihre 
Ergebnisse im Bezug auf die Verspinnbarkeit der Kollagene. Kollagene können 
sowohl aus HFIP als auch aus Wasser als Kollagen/PEO-Mischung versponnen 
werden. Das Verspinnen der Kollagene ermöglicht deren Anwendung z.B. als Matrize 
oder Membrane. [55, 56, 57] Des Weiteren wurde gezeigt, dass Polyaminosacharide 
(wie Chitosan), Gelatine und sogar Phospholipide (wie Lecitin) mit oder ohne PEO 
grundsätzlich aus Essigsäure bzw. Essigsäure/Ethylacetat/Wasser-Gemisch 
versponnen werden können. [58, 59, 60]
Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit wird auf die Verspinnbarkeit der Proteine gelegt. 
Im Jahre 2002 legte Kaplan mit seiner Veröffentlichung über die Verspinnbarkeit der 
Bombyx mori-Seide/PEO-Lösung aus HFIP einen wichtigen Grundstein. [54] In den 
darauffolgenden Jahren 2004 und 2005 wurden sowohl die natürliche Spinnenseide 
(Nephila clavipes) als auch die Seide der Seidenraupe (Bombyx mori) stärker
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die beiden natürlichen Proteine sich sehr 
gut aus HFIP elektroverspinnen lassen. Der Durchmesser der Fasern aus der 
Bombyx mori-Seide war im Schnitt viermal kleiner als aus der Nephila clavipes-Seide 
und betrug 25 nm. [61, 62]
Eines der meist untersuchten Proteine ist das Bovine Serum Albumin (BSA). Das 
BSA ist ein globuläres, gut wasserlösliches Protein. Diese Eigenschaft ermöglicht 
das Elektroverspinnen von BSA sowohl aus Trifluoroethanol/Wasser- Mischungen als 
auch aus Wasser unter der Zugabe vom PEO. Die Verspinnbarkeit von BSA wurde 
von unterschiedlichen Forschungsgruppen in den Jahren 2008 und 2009 
beschrieben. [63, 64]
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Aufgrund des gestiegenen Interesses an Spinnenseidenproteinen und deren 
Verspinnbarkeit erscheinen immer mehr Veröffentlichungen auf diesem Gebiet. Es 
konnte gezeigt werden, dass die in Ameisensäure gelöste natürliche Spinnenseide 
zusammen mit einem Poly(D,L-Lactid) als Kompositmaterial versponnen werden 
kann. [65] Die bei DuPont hergestellten spinnenseidenähnlichen Proteine können 
auch ohne Zugabe von PEO leicht aus HFIP elektroversponnen werden. [66]
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sowohl globuläre als auch fibrilläre 
Proteine grundsätzlich verspinnbar sind. Aufgrund der Wasserunlöslichkeit von 
spinnenseidenähnlichen Proteinen konnten diese laut Literatur bisher nur aus
Ameisensäure bzw. HFIP versponnen werden. In dieser Arbeit wird ausführlich auf 
die Verspinnbarkeit der spinnenseidenähnlichen Proteine aus Wasser eingegangen.
2.4 Strukturuntersuchungen von Fasern und Vliesen auf Basis von  
Spinnenseidenproteinen
Die Wasserunlöslichkeit, Festigkeit oder Elastizität der unterschiedlichen 
Seidenarten, sei es eine Spinnen- oder eine gestreckte Bombyx mori-Seide, ist 
schon lange bekannt. Die Ursachen dieser Eigenschaften konnten aber erst mit Hilfe 
der modernen analytischen Instrumente teilweise geklärt werden. [61, 67]
Einer der ersten und bekanntesten analytischen Methoden der Strukturuntersuchung 
ist die Infrarotspektroskopie (FT-IR). Im Bezug auf die Seide erlaubt diese Methode 
eine verlässliche Aussage über eine bestimmte Sekundärproteinstruktur. Dabei wird 
grundsätzlich zwischen einer α-, einer β- und einer ungeordneten Struktur 
unterschieden. Jede Sekundärstruktur weist charakteristische Peak-Maxima 
auf. [61, 67]
Nichts desto trotz wird die sichere Zuordnung der Struktur oft durch Überlappungen 
und Verschiebungen erschwert. In diesem Fall kann z.B. die α-Struktur von der 
ungeordneten Struktur mittels FT-IR kaum unterschieden werden. Die sichere 
Zuordnung erfolgt dann mit Hilfe der Raman-Spektroskopie. Die zahlreichen 
Untersuchungen weisen auf das Vorhandensein der β-Struktur in den natürlichen 
Proteinfasern hin. Diese Art der Sekundärstruktur wird durch Alanin-reiche Domänen 
der Seide hervorgerufen. [66, 68]
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Eine andere wichtige Methode der Strukturuntersuchung von Fäden und Filmen aus 
Seidenproteinen ist die Atomkraftmikroskopie (AFM). Diese Art der Mikroskopie wird 
sehr oft für die Aufklärung der Nanostruktur von Fasern und Vliesen verwendet. 
Krishnaji et al. beschrieb die Ausbildung der nanostrukturierten Oberfläche bei der 
Herstellung von ultradünnen Filmen aus spinnenseidenähnlichen Block-
Copolymeren. [69] Zu einem ähnlichen Ergebnis kamen spanische Forscher bei der 
Untersuchung der Spinnenseidenfasern. Sie identifizierten nanoglobuläre Strukturen, 
deren Durchmesser 13±4 nm betrug. Sie fanden außerdem heraus, dass die Größe 
von diesen nanoglobulären Strukturen unmittelbar von der Ausdehnung der Fasern 
abhängig ist und mit der Dehnung von Fasern angestiegen ist. [70]
Die Strukturuntersuchung der gesponnenen rekombinanten Proteine rcSP1 und 
rcSp2 (Abwandlungen des Spinnenseidenproteins von Nephila clavipes) mittels AFM 
brachte fast das gleiche Ergebnis. Der durchschnittliche Durchmesser von 
nanoglobulären Strukturen betrug 13±2 nm, wobei die maximale Größe von diesen 
Strukturen 20 nm betrug. [67]
Eine relativ einfache Methode zur Beurteilung der Morphologie einer Oberfläche ist 
die Mikroskopie. Seitdem die Elektronenmikroskopie den Einzug in die Forschung 
gefunden hat, verfügen Forscher über die Möglichkeit die Oberflächen von Fasern 
und Filmen genauer zu analysieren und zu vergleichen. Die Verwendung von Raster-
und Feldemissionsrasterkraftelektronenmikroskopie (REM und FE-SEM) ist aufgrund 
des kleinen Durchmessers bei der Untersuchung von elektrogesponnenen Fasern 
unumgänglich. Sowohl natürliche als auch elektrogesponnene Seidenfasern weisen 
meist eine glatte Oberfläche auf. [71, 50, 72, 73] Die heutzutage stark weiterentwickelten 
Varianten der Elektronenmikroskope ermöglichen unter anderem die Untersuchung 
von dünnen Querschnitten mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM). 
Hakimi et al. zeigten damit die Ultrastruktur der natürlichen Spinnenseidenfasern und 
die Möglichkeit, diese bei z.B. Deformation zu untersuchen. [72] Eine andere 
Methode, die aber im Rahmen dieser Arbeit nicht angewendet wurde, ist die Analyse 
mit Hilfe von Röntgenstrahlung. Dadurch kann eine Aussage über die Mikrostruktur, 
Kristallinität und Verteilung der kristallinen Domäne getroffen werden. [67,74]
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I. Stabilisierung der wässrigen Dispersionen von hydrophoben 
spinnenseidenähnlichen Proteinen
Kapitel 3. Chemische Stabilisierung von spinnenseidenähnlichen Proteinen in 
wässriger Lösung mittels amphiphiler Polymere
Zusammenfassung
Die chemische Stabilisierung zeichnet sich durch Anwendung einer chemischen 
amphiphilen Substanz aus. Das im Rahmen der Doktorarbeit von Michael Erberich 
entwickelte Oligomer P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglycidylether)-
(3,3) konnte erfolgreich für die Stabilisierung von spinnenseidenähnlichen Proteinen 
eingesetzt werden. Dabei konnte eine bis zu 22%-ige (m/v) Proteinlösung hergestellt 
werden. Allerdings ist diese hochkonzentrierte Mischung sehr viskos und lässt sich 
sowohl alleine als auch unter Zugabe von PEO nicht verspinnen. Experimentell 
wurde festgestellt, dass eine 14%-ige Proteindispersion am besten den gestellten 
Anforderungen entspricht. Sie ist nicht nur mehr als 24 Stunden stabil sondern auch 
unter Zugabe von minimalen Mengen an PEO sehr gut verspinnbar. Die 
gesponnenen Nanofasern sind wasserlöslich.
Das Elektroverspinnen der durch das Oligomer stabilisierten Lösungen ermöglichte 
die Herstellung Protein/Polymer-Fasern aus wässriger Proteindispersion mit einem 
Durchmesser von 300-400 nm. Das oben dargestellte Stabilisierungsverfahren in 
Verbindung mit dem Prozess des Elektroverspinnens ermöglicht die Herstellung von 
Nanovliesen auf Proteinbasis und damit die Verwendung von 
spinnenseidenähnlichen Proteinen für Wundauflagen. Die in vitro
Zellkompatibilitätsuntersuchungen belegen nur eine leichte Verlangsamung des 
Wachstums durch Zugabe der Oligomer-Lösung (0.4 mg/mL) und ist folglich als 
Zellverträglich zu bewerten. 
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3.1 Einleitung
Als neuartige Substanzen für die Wundauflagen wurden drei unterschiedliche,
biotechnologisch hergestellte spinnenseidenähnliche Proteinen C16, R16 und R16-Arg8
in Betracht gezogen. Diese Proteine sind in wässrigen Medien nahezu unlöslich. Aus 
der Literatur ist bekannt, dass diese Proteine in Säuren, 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-
propanol (HFIP) und Guanidinthiocyanat (GdnSCN) gelöst werden können. Da alle 
diese Stoffe für lebendige Organismen toxisch sind,  war es  notwendig, neue 
Verfahren zu erarbeiten, die die Darstellung einer wässrigen Proteindispersion 
ermöglichen.
Der hier dargestellten Methode liegt das bereits beschriebene Prinzip der Amphiphilie 
zu Grunde. In diesem Fall bestehen die amphiphilen Polymere sowohl aus 
hydrophilen als auch hydrophoben Anteilen.
Viele auf dem Gebiet der Proteinformulierung und deren Elektroverspinnen 
arbeitende Forschungsgruppen haben hervorragende Ergebnisse erzielt. Es ist 
längst gelungen, sowohl die natürliche Spinnenseide als auch spinnenseidenähnliche
biotechnologisch hergestellte Proteine zu  verspinnen. Allerdings werden bei der 
Herstellung der Spinnlösung entweder Ameisensäure oder HFIP verwendet. [65, 73]
Beim Elektroverspinnen der Proteinlösungen aus HFIP wird meist das 
Polyethylenoxid (PEO) zugesetzt, um die Viskosität zu verbessern. [54]
Ziel der vorliegenden Arbeit ist, Fasern aus wässrigen Medien zu verspinnen. Das 
bewusste Verzichten auf Ameisensäure oder HFIP führt zu viel umweltfreundlicheren 
und gleichzeitig billigeren Herstellungsprozessen. 
3.2 Stand der Forschung
Die chemische Stabilisierung basiert auf der Anwendung einer synthetischen 
Substanz auf Basis von Polyglycidol. Durch die Variierung der Anzahl an
zugegebenen Monomer-Einheiten und unterschiedlichen Startermolekülen können  
unterschiedliche Stoffe synthetisiert werden. Hier sind nur einige Beispiele 
dargestellt:
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Abbildung 8: P(Phenylglycidylether)-block- Abbildung 9: P(Phenylglycidylether)-block-
P(Carboxymethylglycidyl-ether)-(5,10)                                                   P(Carboxymethylglycidyl-ether)-(9,5)
Zur Stabilisierung von spinnenseidenähnlichen Proteinen wurde eine Oligomer, das 
statistisch gesehen aus drei Monomereinheiten Phenylglycidylether und drei
Einheiten Natriumglycidoxyacetat besteht, synthetisiert.
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Abbildung 10: P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglycidyl-ether)-(3,3)
Die Besonderheit des Oligomers liegt in seiner ausgeprägten Amphiphilie, so dass
üblicherweise schlecht wasserlösliche Stoffe durch Zusatz des Oligomers gut gelöst 
werden können. Seine hydrophoben Eigenschaften erhält das Oligomer hierbei durch 
die Phenylglycidylether-Einheiten, wohingegen die polaren Carbonsäure-Einheiten 
eine gute Wasserlöslichkeit gewährleisten. Die Anbindung von Phenylglycidylether-
Einheiten an die hydrophoben Stellen eines Proteins ermöglicht somit die 
Stabilisierung eines stark hydrophoben Proteins in wässrigen Medien.  
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Die erstmalige Synthese und Entwicklung  der unterschiedlichen Oligomere erfolgte 
von Michael Erberich im Rahmen seiner Doktorarbeit am DWI an der RWTH Aachen 
e.V. [75]
3.3 Stabilisierung mittels P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglyci-
dylether)-(3,3)
3.3.1 Darstellung von P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglycidylether)-
(3,3)
3.3.1.1 Experimenteller Teil
Im Laufe der Synthese von P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethyl-
glycidylether)-(3,3) fanden gängige Schlenktechniken ihre Anwendung, so lange es 
notwendig war, unter Ausschluss von Luft bzw. Sauerstoff zu arbeiten.
3.3.1.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Alle verwendeten Reagenzien wurden ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. 
Glycidol, Ethylvinylether, para-Toluolsulfonsäure, Phenylglycidylether (PGE) und 3-
Phenylpropan-1-ol, Kalium-tert-butanolat, Diglyme, Calciumhydrid und Natriumhydrid 
wurden von Sigma-Aldrich bezogen. Natriumhydrogencarbonat, Natriumsulfat, 
Salzsäure (37%) und Natriumhydroxid wurden bei Carl-Roth beschafft. Die restlichen 
Chemikalien wie Tetrahydrofuran (THF), Dimethylformamid (DMF), und 
Natriumchloracetat wurden von VWR bezogen. 
3.3.1.1.2 Synthese des Monomers Ethyletoxyglycidylether (EEGE)
Zunächst wurden 80 g (1.08 mol) Glycidol und 400 mL Ethylvinylether im Eisbad mit 
zwei Gramm para-Toluolsulfonsäure versetzt, wobei die Temperatur nicht höher  als 
Raumtemperatur anstieg. Anschließend wurde der Ansatz drei Stunden gerührt. 
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Nach abgelaufener Reaktionszeit wurde die Lösung drei Mal mit 
Natriumhydrogencarbonat gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet. Das 
Trockenmittel wurde abfiltriert und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der 
Rückstand (ca. 250 mL EEGE) wurde im Vakuum destilliert (nicht höher als 70°C 
Ölbadtemperatur) und über Calciumhydrid gelagert. Anschließend wurde er 
überkondensiert.
3.3.1.1.3 Synthese der ersten Oligomerzwischenstufe
Es wurden 20.13 mL (0.148 mol) des Initiators 3-Phenylpropan-1-ol mit 14.8 mL
(0.148 mol) 10 M Kalium-tert-butanolat in 50 mL Diglym gelöst. Die Lösung wurde im 
Vakuum bei 40°C eine halbe Stunde erhitzt, um tert-Butanol zu entfernen.
Anschließend wurden 100 mL (0.739 mol) des vorher aufgereinigten PGE 
(überkondensiert und über CaH2 getrocknet) zur Starterlösung hinzu gegeben und 
bei 120°C über Nacht gerührt. Am nächsten Tag wurden 98 mL (0.739 mol) EEGE 
zur Lösung hinzu gegeben und 3 h bei 120°C unter Rühren erhitzt. Das Diglyme 
wurde im Vakuum entfernt. Es verblieb eine gold-braune, honigartige Flüssigkeit.
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3.3.1.1.4 Entschützen der Oligomerzwischenstufe
Die gold-braune, honigartige Flüssigkeit wurde in THF gelöst, mit 93 mL
konzentrierter HCl (37%) versetzt und eine Stunde gerührt. Anschließend wurde die 
Lösung mit NaHCO3 neutralisiert. Es fiel ein leicht bräunlicher Niederschlag aus, 
welcher abfiltriert wurde. Über Nacht fiel weiterer Niederschlag aus. Dieser wurde so 
lange abzentrifugiert, bis sämtlicher Feststoff aus der Lösung entfernt war. 
Anschließend wurde das THF im Vakuum entfernt. Es verblieb 116.28 g (0.11 mol) 
bräunliches, klares Öl.
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3.3.1.1.5 Acetylierung der Oligomerzwischenstufe
Das bräunliche Öl wurde in DMF gelöst und mit 16.2 g (0.45 mol) NaH (mit Pentan 
gewaschen) über Nacht gerührt. Dabei färbt sich die Lösung dunkelbraun. 
Anschließend wurden 78.8 g (0.45 mol) Natriumchloracetat hinzugegeben und der 
Ansatz über Nacht bei 60°C gerührt. Das DMF wurde im Vakuum entfernt und der 
Rückstand in dest. Wasser gelöst. Das Produkt, ein hellbrauner Niederschlag, konnte 
mit halbkonzentrierter HCl gefällt, abgetrennt und danach wieder in NaOH gelöst
werden. 
Insgesamt sind 127 g (0.127 mol) P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethyl-
glycidyl-ether)-(3,3)-Oligomers entstanden, was 52% der theoretischen Ausbeute
entspricht.
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3.3.1.1.6 Strukturanalyse 
Zur Analyse der chemischen Struktur des Oligomers wurden die 1H- und 13C-NMR-
Methoden herangezogen. Die Abbildungen 11 und 12 stellen die aufgenommenen 
Spektren dar.
Abbildung 11: 1H-Spektrum des Oligomers
Abbildung 12: 13C-Spektrum des Oligomers
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In Abbildung 13 sind die jeweiligen Stellen der C-Atome durch Zahlen 
gekennzeichnet.
Abbildung 13: Nummerierte Struktur des Oligomers
1H-NMR (300 MHz, CDCl3, a9070111): d = 7.203 - 7.255 (s, 11H, 1), 6.838 – 6.841 
(s, 9H, 2a/b), 4.1 (s, 13H, 3), 3.404 – 3.800 (m, 28H, 4a/b), 2.597 – 2.644 (t, 2H, 6), 
1.840 ppm (t, 2H, 5)
13C-NMR (300 MHz, CDCl3, a9070111): d = 158.672 (3C, 8), 125.783 – 129.462 
(11C, 1), 120.908 (3C, 2a), 114.576 (6C, 2b), 78.172 – 78.242 (5C, 4a), 69.843 –
70.135 (11C, 4b), 67.788 (7C, 3), 32.219 (1C, 6), 31.153 ppm (1C, 5)
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3.3.2 Zytokompatibilitätsuntersuchungen des Dispersionshilfsmittels
3.3.2.1 Experimenteller Teil  
3.3.2.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Das für die Untersuchungen notwendige Oligomer wurde wie in Abschnitt 3.3.1
beschrieben am DWI an der RWTH e.V. hergestellt. Die primäre Zelllinie von 
Fibroblasten sowie der Fluoreszens-Reader (Optima) wurden von der Uniklinik 
Aachen zur Verfügung gestellt. Die Zellversuche wurden von Mitarbeitern der 
Uniklinik Aachen durchgeführt.
3.3.2.1.2 Durchführung des Zelltests
Für die Durchführung des Versuchs wurden 15.000 Zellen pro Well in einer sterilen 
6-well-Platte im Medium ausgesät (Fibroblasten in Dulbecco‘s Modified Eagle 
Medium (DMEM) low glucose mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin). Nach 
vier Stunden (in der Zeit sind alle Zellen angewachsen) wurde das Medium gegen ein
Medium mit den angegebenen Konzentrationen des Oligomers (1mL/well)
ausgetauscht. Nach einer bestimmten Inkubationszeit im Brutschrank bei 37°C und 
5% CO2 wurde Alamarblue (100 µl pro mL Medium; entspricht einer Verdünnung von 
1:10) zugegeben und zwei Stunden im Brutschrank inkubiert. Es wurden je 2x100 µl 
Überstand pro Well (=Doppelbestimmung) in eine 96-well Platte mit F-Bottom 
überführt und am Optima Fluoreszens-Reader bei 544 nm gemessen. Die 
Auswertung erfolgte mittels Excel-Programm. Alle Werte sind auf die Kontrolle von 
Messzeitpunkt „Tag 1“ bezogen.
3.3.2.2 Ergebnisse und Diskussion
Die Verwendung eines synthetischen Oligomers für die Proteinstabilisierung wirft 
eine berechtigte Frage nach der Toxizität des zu verwendeten Stoffes auf. Die 
Erforschung der Toxizität von P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglycidyl-
ether)-(3,3) erfolgte wie oben beschrieben mittels Zellversuche. 
Die Abbildung 14 stellt das Ergebnis der Zytokompatibilitätsuntersuchung dar.
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Abbildung 14: Wachstum von Fibroblasten in Anwesenheit eines synthetischen Oligomers 
Die Zytotoxizität zeichnet sich vor allem durch eine Abnahme der Zellzahl während 
einer bestimmten Periode aus. In dem hier dargestellten Zellversuch wurden 
unterschiedliche Konzentrationen des Oligomers verwendet. Dies ermöglicht eine 
Bestimmung der Toxizität durch das Messen einer relativen Zellzahl.    
Das Ergebnis des Versuchs zeigt eine Abhängigkeit der Zytotoxizität des Oligomers 
von seinen Konzentrationen auf. Die geringste verwendete Konzentration von 0.4 
mg/mL hemmt das Wachstum nur leicht. Die Dynamik des Wachstums bleibt davon 
unberührt, sodass die kontinuierliche Zellteilung auch nach einer Woche festzustellen 
ist. Mit steigender Konzentration wird die wachstumshemmende Wirkung des 
Oligomers immer deutlicher.  Bei den Konzentrationen über 0.8 mg/mL ist ab dem 
fünften Tag eine deutliche Hemmung des Zellwachstums und sogar die Reduzierung 
der relativen Zellzahl zu beobachten. Ein vollständiges Absterben von Zellen kann 
nicht festgestellt werden. Dies deutet nur auf eine Verlangsamung des 
Zellwachstums hin. 
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3.3.2.3 Zusammenfassung und Ausblick
In Angesicht der Tatsache, dass für die chemische Stabilisierung (24 Std.) schon 
eine Oligomerkonzentration von 0.35 mg/mL ausreichend ist, erscheint die 
Anwendung des synthetischen Oligomers als Stabilisator unbedenklich. 
Zytokompatibilitätsuntersuchungen des Oligomers P(Phenylglycidylether)-block-
P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3) durch die BASF SE bestätigten dieses Ergebnis 
und zeigen sogar eine Erhöhung der Zellproliferation in Anwesenheit des Oligomers.
Die mit Hilfe des Oligomers P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglycidyl-
ether)-(3,3) stabilisierten R16- und R16-Arg8-Proteinlösungen sind für das 
Elektroverspinnen geeignet. 
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3.3.3 Stabilisierung von spinnenseidenähnlichen Proteinen mit P(Phenylglycidylether)-
block-P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3)
3.3.3.1 Experimenteller Teil
3.3.3.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Die verwendeten Chemikalien Guanidinthiocyanat  (≥ 99% für Biochemie), 
Natriumhydrogencarbonat (≥ 99%) und Natriumhydroxid (wasserfrei) wurden von
Carl-Roth und Kemper & Co bezogen. Die spinnenseidenähnliche Proteine (R16, R16-
Arg8) stellte die BASF SE zur Verfügung. Die für die Dialyse notwendige
Dialysemembran (MWCO ca. 12.400 Da) wurde bei Sigma-Aldrich gekauft. 
Das P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3) wurde am 
DWI an der RWTH e.V. wie oben beschrieben synthetisiert. 
3.3.3.1.2 Stabilisierung von spinnenseidenähnlichen Proteinen mit P(Phenylglycidyl-
ether)-block- P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3)
Versuch A
500 mg R16 bzw. R16-Arg8 wurden in fünf mL (10%-ige Lösung) 6M GdnSCN gelöst.
Parallel wurden 2.36 mL (enthalten 300 mg Feststoff) von P(Phenylglycidylether)-
block-P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3)-Lösung zu 10 mM NaHCO3-Puffer (pH 11) 
hinzugeben und vollständig aufgelöst. In diesem Dialysebad wurde die 10%-ige (m/v) 
Proteinlösung über Nacht dialysiert.
Versuch B
420 mg R16 bzw. R16-Arg8 wurden in drei mL 6M GdnSCN gelöst. Zu dieser 14%-igen
(m/v) Mischung ist ein mg von P(Phenylglycidylether)-block-
P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3) hinzuzugeben worden und vollständig aufgelöst. 
Die erhaltene Proteinlösung konnte sofort gegen 10 mM NaHCO3 – Puffer (pH 12) 
über Nacht dialysiert werden.          
3.3.3.2 Ergebnisse und Diskussion
Bei der Stabilisierung der spinnenseidenähnlichen Proteine mit 
P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3) wurden zwei Ziele 
verfolgt, nämlich eine Erhöhung der Proteinkonzentration bei gleichzeitiger
Chemische Stabilisierung von spinnenseidenähnlichen Proteinen in wässriger Lösung
58
Verringerung der zugesetzten Menge an Dispersionsmittel. Dabei musste beachtet 
werden, dass die erhaltene stabile Dispersion weiterhin für das Elektroverspinnen 
geeignet ist. Generell gab es zwei Möglichkeiten, das oben beschriebene Oligomer 
für die Stabilisierung von Proteinen einzusetzen nämlich, als Lösung oder als 
Feststoff.
Beim Versuch A wird die Oligomerlösung direkt ins Dialysebad gegeben und dringt 
anschließend während der Dialyse durch die Dialysemembran in die Proteinlösung
ein. Gleichzeitig verlassen die GdnSCN-Ionen die Probe. Die Abbildung 15 stellt 
schematisch den Versuch dar. 
R16 bzw. R16-Arg8-Protein
Oligomer
GdnSCN
Abbildung 15: Dialyse einer Proteinlösung gegen eine oligomerhaltige wässrige Lösung
Die Versuche zur Stabilisierung wurden bei unterschiedlichen pH-Werten 
durchgeführt und verglichen.  In der Tabelle 1 sind die Ergebnisse zusammengefasst 
(pH 11). 
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Tabelle 1: Ergebnisse der Stabilisierungsversuche mit dem Oligomer P(Phenylglycidylether)-block-
P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3) (Versuch A).
Protein-
konzentration
(%)
Volumen
der 
Probe
(mL)
Proteinmenge
in der Probe
(g)
Oligomer-
konzentration
im Dialysebad
(g/L)
Oligomer-
konzentration
in der 
Proteinprobe
(mg/mL)
Stabilität
10 3.5 0.350 0.150 0.15 mindestens
24 h
10 5 0.500 0.150 0.15 mindestens
24 h
10 7.5 0.750 0.150 0.15 mindestens
24 h
10 10 1.000 0.150 0.15 mindestens
24 h
12 2 0.240 0.200 0.20 Instabil
12 2 0.240 0.300 0.30 Instabil
Beim Versuch B wird das Oligomer vor der Dialyse direkt in der Proteinlösung gelöst. 
Bei anschließender Dialyse werden GdnSCN-Ionen aus der Probe bei pH 12 
entfernt, wie es schematisch in Abbildung 16 dargestellt ist.
R16 bzw. R16-Arg8-Protein
Oligomer
GdnSCN
Abbildung 16: Dialyse einer oligomerhaltigen Proteinlösung gegen wässrige Lösung
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Die Tabelle 2 fasst die Ergebnisse zusammen.
Tabelle 2: Ergebnisse der Stabilisierungsversuche mit dem Oligomer P(Phenylglycidylether)-block-
P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3) (Versuch B).
Protein-
konzentration
(%)
Volumen
der 
Probe
(mL)
Proteinmenge
in der Probe
(g)
Oligomer-
menge
in der Probe
(g)
Oligomer-
konzentration
in der 
Proteinprobe
(mg/mL)
Stabilität
14 3 0.420 0.005 1.6 mindestens
24 h
14 3 0.420 0.001 0.33 mindestens
24 h
16 3 0.480 0.005 1.6 mindestens
24 h
18 3 0.540 0.005 1.6 mindestens
24 h
20 3 0.600 0.005 1.6 mindestens
24 h
22 3 0.660 0.005 1.6 mindestens
24 h
Beim Vergleich dieser zwei Varianten ist festzustellen, dass die eingesetzte Menge 
an Oligomer bei der ersten Variante A viel höher ist. Außerdem konnten bei der 
direkten Zugabe des Oligomers in die Proteinlösung Proben mit viel höheren 
Proteinkonzentrationen stabilisiert werden. Diese beiden Kriterien waren 
ausschlaggebend bei der Wahl der weiter zu verwendeten Versuchsdurchführung B.  
3.4 Elektroverspinnen der R16- und R16-Arg8-Dispersionen
3.4.1 Experimenteller Teil
3.4.1.1 Elektrospinnapparatur
Die Hochspannungsquelle, Generator KNH34/N2A von 0-30 kV DC neg., wurde von 
Eltex hergestellt. Die Einrichtung einer düsenbasierten Elektrospinnanlage am DWI 
erfolgte durch die Gimpel Ingenieur-Gesellschaft mBH. Die 1 mL Einmalspritze und 
Einmalkanüle 0.8 mm wurden bei der Firma B. Braun Melsungen AG bezogen. Für 
die Visualisierung von Fasern wurde das REM S-3000N von Hitachi verwendet.
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3.4.1.2 Darstellung der Nanofasern
Zur 14% R16- bzw. R16-Arg8-Proteindispersion wurde festes PEO zugegeben und 
vollständig gelöst, so dass eine 2%-ige oder im Falle von R16-Arg8 eine 1.5%-ige 
Mischung entstand. Diese Mischung wurde mittels Elektroverspinnens
weiterverarbeitet. Zum Verspinnen wurde die Geschwindigkeit der Pumpe auf 0.2 
mL/h, der Abstand bis zur Gegenelektrode auf 15 cm und die Spannung auf 20 kV
eingestellt werden. Die Untersuchung der Fasern erfolgt mit Hilfe von REM.        
3.4.2 Ergebnisse und Diskussion
3.4.2.1 Elektroverspinnen von R16/Oligomer/PEO-Dispersion
Zum Verspinnen wird zu den stabilisierten wässrigen Medien ein bestimmter Anteil 
an PEO hinzugegeben und aufgelöst. Das Gemisch wird elektroversponnen. In der 
unten dargestellten Tabelle 3 sind die Ergebnisse des Versuchs dargestellt.
Tabelle 3: Zusammensetzung von Protein/Polymer- Fasern.
Bestandteile der Probe Zusammensetzung der 
Probe [mg]
Zusammensetzung von 
Fasern [ca. in %]
R16/Oligomer/PEO
R16: 420 mg
Oligomer: 1 mg
PEO: 60 mg
R16: 87.3
Oligomer: 0.2
PEO: 12.5
In Abbildungen 17 und 18 sind die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der 
elektroversponnenen R16/Oligomer/PEO-Fasern dargestellt. Die Morphologie und 
Größe der Fasern wurden mittels REM untersucht. 
Abbildungen 17 und 18: REM-Aufnahmen von R16/Oligomer/PEO-Fasern.
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Die REM-Untersuchungen haben ergeben, dass die hergestellten Fasern homogen 
und zum größten Teil sehr einheitlich sind. Der Durchmesser der Protein/Polymer-
Fasern betrug ca. 500 nm. Die Einheitlichkeit der Fasern deutet auf die Homogenität 
des ursprünglichen Protein/Polymer-Gemisches hin.
3.4.2.2 Elektroverspinnen von R16-Arg8 /Oligomer/PEO-Dispersion
Ebenso wie R16 konnte R16-Arg8 versponnen werden. Die Zusammensetzung der 
gesponnenen Fasern ist aus der Tabelle 4 zu entnehmen.
Tabelle 4: Zusammensetzung von Protein/Polymer-Fasern.
Bestandteile der Probe Zusammensetzung der 
Probe [mg]
Zusammensetzung von 
Fasern [ca. in %]
R16-Arg8/Oligomer/PEO
R16-Arg8: 420 mg
Oligomer: 1 mg
PEO: 45 mg
R16-Arg8: 90.1
Oligomer: 0.2
PEO: 9.7
Die Abbildungen 19, 20 und 21 stellen die elektroversponnenen Protein/Polymer-
Fasern dar. Die am REM untersuchten Fasern weisen eine sehr homogene Struktur 
auf. Die Größenordnung der Fäden von 300-400 nm ähnelt den bisher vorgestellten 
Fasern.
Abbildungen 19, 20 und 21: REM-Aufnahmen von R16-Arg8/Oligomer/PEO-Fasern.
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Beim Vergleich der R16- und R16-Arg8-Fasern, deren Proteinanteil durch das 
synthetische Oligomer stabilisiert wurde, lässt sich feststellen, dass sowohl die 
Beschaffenheit als auch die Größenordnung von beiden Fasern sehr ähnlich ist. 
Alle gesponnenen Protein/Polymer-Fasern sind wasserlöslich. 
Das Elektroverspinnen der oligomerstabilisierten, spinnenseidenähnlichen Proteine 
ermöglicht es, Fasern mit einem Proteinanteil von ca. 90% herzustellen.
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Kapitel 4. Biologische Stabilisierung von spinnenseidenähnlichen Proteinen in 
wässriger Lösung
Zusammenfassung
Dieses Kapitel befasst sich mit drei unterschiedlichen biologischen Stabilisierungen. 
Die biologische Stabilisierung basiert auf der Anwendung eines amphiphilen 
wasserlöslichen Proteins, dessen amphiphile Fragmente oder einzelnen 
Aminosäuren. Sowohl das Protein R16 als auch und R16-Arg8 konnten erfolgreich mit 
Hilfe des fettsäurefreien Bovine Serum Albumin (ff.BSA) als Hilfsprotein stabilisiert 
werden. Das Protein C16 wurde mit BSA stabilisiert.
Es ist ebenfalls gelungen, R16 und R16-Arg8 sowohl mit den  ff.BSA- als auch R16-
Proteinfragmenten zu stabilisieren. Außerdem wurde festgestellt, dass die 
Aminosäure Phenylalanin imstande ist, die hydrophobe Proteine R16 und R16-Arg8 zu 
stabilisieren. Trotz der erfolgreichen Stabilisierung blieben die Dispersionen mit 
ff.BSA und den Fragmenten nicht mehr als zwölf Stunden stabil. Lediglich mit 
Phenylalanin konnte eine 15%-ige Proteinlösung (m/v) 24 Stunden stabil gehalten 
werden. Jede der hier dargestellten Stabilisierungsmethode ist geeignet, die 
spinnenseidenähnlichen Proteine über einen unterschiedlichen Zeitraum in 
wässrigen Medien stabil zu halten. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl ganze 
Proteine als auch deren Fragmente und sogar einzelne Aminosäure in der Lage sind, 
hydrophobe Proteine zu stabilisieren. 
Alle stabilen Proteindispersionen konnten erfolgreich unter Zugabe an PEO 
elektroversponnen werden. Der Durchmesser der Protein/Polymer-Fasern betrug ca. 
300-400 nm.
4.1 Einleitung
Die Darstellung einer wässrigen Dispersion ist aufgrund der Wasserunlöslichkeit der 
Proteine auf dem direkten Wege (Lösen in Wasser) nicht möglich. Ein indirekter Weg 
über eine Dialyse kann zu einer Stabilisierung von Proteinen mit Hilfe von 
amphiphilen Substanzen in Wasser führen. Dadurch wird sowohl eine Entfernung 
von toxischen Substanzen als auch eine gleichzeitige Stabilisierung eines Proteins 
erreicht.
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In Anlehnung an die in Kapitel 3 dargestellte chemische Stabilisierung besteht die 
Möglichkeit, amphiphile Naturstoffe zur Stabilisierung einzusetzen. Aufgrund der 
guten Wasserlöslichkeit sind vor allem natürliche Proteine von Interesse. In Analogie 
zu den Spinnen, die zwei unterschiedliche Proteine in bestimmten Verhältnissen 
nutzen, um die notwendige Proteinkonzentration und Stabilität der Spinnlösung zu 
erreichen, wird auch bei der vorliegenden Methode ein hydrophobes 
spinnenseidenähnliches (z.B. R16 oder R16-Arg8) und ein hydrophiles Protein (BSA)
zur Stabilisierung verwendet. Der zweiten biologischen Stabilisierung liegt die 
Anwendung der Amphiphilie von Proteinfragmenten zu Grunde. Nach einer 
basischen Hydrolyse eines natürlichen (z.B. BSA) bzw. auf dem biotechnologischen 
Wege hergestellten Proteins (z.B. R16) können die Fragmente dank ihrer amphiphilen 
Eigenschaften direkt für die Stabilisierung eines hydrophoben Proteins eingesetzt 
werden. Die dritte Möglichkeit der Stabilisierung basiert auf der Anwendung einer 
Aminosäure, nämlich Phenylalanin als Stabilisator. 
Abbildung 22: Chemische Struktur von L-Phenylalanin
[79]
Phenylalanin enthält sowohl einen hydrophoben Teil, dargestellt durch einen 
Phenylring, als auch eine Aminosäuregruppe, die recht hydrophil ist. Beim Vergleich 
von Phenylalanin mit den oben dargestellten synthetischen Oligomeren ist die 
Ähnlichkeit der verwendeten hydrophoben Phenylgruppe leicht festzustellen.  
Im Folgenden wird die Entwicklung von Stabilisierungsverfahren auf Basis von 
Proteinen, Proteinfragmenten sowie Aminosäuren, beschrieben. 
4.2 Stand der Forschung
Die erste hier dargestellte biologische Stabilisierung basiert auf Anwendung eines 
intakten natürlichen Proteins (Bovine Serum Albumin, BSA) als Hilfsprotein. Diese
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Stabilisierungsmethode wurde unter anderem in Anlehnung an die theoretische
Erkenntnis über den natürlichen Prozess der Spinnenseideproduktion und der 
spezifischen Anwendung von BSA als ein Transportprotein ausgearbeitet. [23, 76, 77]
Albumin spielt in der Natur als ein Transportprotein eine große Rolle. Es ist unter 
anderem imstande z.B. Fettsäuren in Blut zu transportieren, in dem es sie reversibel 
bindet. [78]
4.3 Stabilisierung mit Albumin
4.3.1 Experimenteller Teil
4.3.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Das für den Versuch verwendete Guanidinthiocyanat (≥ 99% für Biochemie),
Natriumhydrogencarbonat (≥ 99%), BSA (≥ 98% für die Molekularbiologie) und BSA 
fettsäurefrei (≥ 95% für die Molekularbiologie, ff.BSA) wurden von Carl-Roth
bezogen. Das Natriumhydroxid (wasserfrei) und die Dialysemembran (MWCO ca. 
12.400 Da) stammen jeweils von Kemper & Co und Sigma-Aldrich. Die
spinnenseidenähnlichen Proteine (C16, R16, R16-Arg8) stellte die Firma BASF SE zur 
Verfügung.
4.3.1.2 Stabilisierung des Proteins C16
In einem mL 6M GdnSCN wurden 100 mg BSA mit 100 mg C16 gelöst und 
unmittelbar nach dem Auflösen gegen destilliertes Wasser dialysiert. Die Dialyse
dauerte sechs Stunden, wobei das Verhältnis der Probe zum Dialysebad mindestens 
1:500 betrug. Es entstand eine gelbliche Lösung.
4.3.1.3 Stabilisierung der Proteine R16 bzw. R16-Arg8
Es wurden 210 mg des Proteins R16 oder R16-Arg8 und 210 mg ff.BSA eingewogen. 
Beide Proteine wurden immer im Verhältnis von 1:1 in drei mL einer 6M GdnSCN 
Lösung gelöst und über Nacht gerührt. Es entstand eine 7% (m/v)-ige Protein/ff.BSA-
Lösung. Anschließend erfolgte eine Dialyse im 10 mM NaHCO3-Puffer bei pH 10, in 
dessen Verlauf GdnSCN aus der Mischung entfernt wurde. Das Verhältnis der zu 
dialysierenden Probe zum Dialysebad betrug mindestens 1: 500. Die Dialyse dauerte 
sechs Stunden. Nach der Dialyse wurde die stabilisierte Proteinlösung aus der 
Dialysemembran entnommen.
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4.4 Stabilisierung mit Proteinfragmenten
4.4.1 Experimenteller Teil
4.4.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Sowohl Guanidinthiocyanat (≥ 99% für Biochemie) als auch Natriumhydrogen-
carbonat (≥ 99%) und BSA (≥ 98% für die Molekularbiologie) wurden bei Carl-Roth 
beschafft. Das Natriumhydroxid (wasserfrei) und die Dialysemembran (MWCO ca. 
12.400 Da) wurden jeweils bei Kemper & Co und Sigma-Aldrich gekauft.
Die spinnenseidenähnliche Proteine (R16, R16-Arg8) stellte die BASF SE zur 
Verfügung. Das für die Analytik verwendete MALDI-MS Bruker BiflexTM lll wurde von 
der Firma Bruker Daltonics hergestellt. Bei der Vorbereitung der Maldi-Probe wurde 
als Matrix Sinapinsäure (SA) bzw. Hydroxyzimtsäure (CCA) verwendet. Die 
Aufreinigung der fragmentierten Proteinprobe erfolgte über eine RP-18 
Festphasenchromatographie mittels ZipTip-Pipettenspitzen von der Firma Applied 
Biosystems.
4.4.1.2 Stabilisierung des Proteins R16 mit Hilfe der R16-Fragmente
60 mg des Proteins R16 wurden eingewogen und mit zwei mL einer 0.2 M NaOH 
Lösung vermischt. Das Protein löste sich nicht. Es entstand eine weiße Suspension. 
Nach einiger Zeit setzte sich das Protein wieder auf dem Boden ab. Unter starkem 
Rühren wurde die Suspension auf eine Temperatur von 85°C (Außentemperatur) 
erhitzt. Nach ca. zehn Minuten war ein leichter Farbumschlag zu beobachten. 
Daraufhin wurde die Probe schnell abgekühlt. Es entstand eine gelbliche 
undurchsichtige Lösung. Die Fragmentierung des Proteins gilt als erfolgreich, wenn 
sich nach einiger Zeit kein Feststoff abgesetzt hat.
Die Stabilisierung eines spinnenseidenähnlichen Proteins erfolgte direkt während der 
Dialyse. 140 mg des Proteins R16 wurden zuerst in zwei mL einer 6M GdnSCN 
Lösung gelöst und  anschließend in 10 mM NaHCO3-Puffer bei pH 10 dialysiert.
Zwei mL R16-Fragmente wurden direkt ins Dialysebad überführt, wo sie sich schnell 
verteilten. Diese Fragmente konnten leicht in die zu dialysierende Lösung durch die 
Dialysemembran eindringen, um das spinnenseidenähnliche Protein zu stabilisieren. 
Die Dialysezeit betrug sechs Stunden. Das Verhältnis der zu dialysierenden Probe
zum Dialysebad betrug mindestens 1: 500. Nach der Dialyse wurde die stabilisierte 
Proteinlösung aus der Dialysemembran entnommen.
Biologische Stabilisierung von spinnenseidenähnlichen Proteinen in wässriger Lösung
69
4.4.1.3 Stabilisierung des Proteins R16 mit Hilfe von BSA-Fragmenten
60 mg BSA wurden eingewogen und in zwei mL einer 0.2 M NaOH Lösung gelöst. 
Um Fragmente zu erzeugen, wurde die Mischung anschließend auf 85°C 
(Außentemperatur) erwärmt. Die Temperaturbehandlung dauerte ca. 2-3 Minuten.
Das Abbruchkriterium der Temperaturbehandlung war der Farbumschlag. Die 
Mischung wurde schnell abgekühlt, um weitere Proteindegradation zu vermeiden. Es 
entstanden zwei mL einer klare gelben Lösung, die vollständig direkt ins Dialysebad 
(10 mM NaHCO3, pH 10) überführt wurde. Die Stabilisierung der zu dialysierenden 
7%-igen Proteinprobe (140 mg R16 in zwei mL 6M GdnSCN) erfolgte während der 
Dialyse durch BSA-Fragmente. Die Dialysezeit betrug sechs Stunden. Das Verhältnis 
von Proteinprobe zum Dialysebad betrug mindestens 1: 500.
4.4.1.4 Vorbereitung der Proteinfragmente zur MALDI-MS-Analyse 
Zur massenspektroskopischen Untersuchung wurden je Probe zwei Arten von
Matrices verwendet und zwar, α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure (CCA) und Sinapinsäure 
(SA). Nach der Analyse wurden die Spektren der gleichen Proben miteinander
verglichen und die besten für die Auswertung ausgewählt. 
Beide Matrices wurden als gesättigte Lösungen (20 mg/mL) verwendet, gelöst in der 
TA-Lösung. Die Zusammensetzung der TA-Lösung stellt die Tabelle 5 dar.
Tabelle 5: Zusammensetzung der TA-Lösung
Substanz Volumen
Acetonitril 3.33 mL
Wasser 6.66 mL
Trifluoressigsäure 10 µL
Als Präparationsmethoden wurden sowohl die „Cover-Methode“ als auch die „Mix-
Methode“ verwendet. Bei der „Mix-Methode“ wurde die Probe nach dem Lösen im
Puffer 1:10 mit der Matrix vermischt und ein definiertes Volumen auf das Target 
aufgebracht. Der Verdünnungsfaktor bei der „Mix-Methode“ betrug 10, wohingegen 
bei der „Cover-Methode“ im Verhältnis 1:1 verdünnt wurde. Der hohe Salzgehalt der 
Proben wurde mithilfe einer Festphasenextraktion verringert. Dafür wurden sog. Zipp-
Tipp-Pipettenspitzen von Applied Biosystems mit einer C18-Belegung verwendet.
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Das Zip-Tip wurde mit 0.1% Trifluoressigsäure (TFA) in reinem Acetonitril und mit 
0.1% TFA in 1:1 Acetonitril:Wasser gewaschen. Danach wurde zweimal mit 0.1% 
TFA in Wasser equilibriert. Die Probe wurde in 10 µL 0.1%-iger TFA-Lösung gelöst 
und mehrmals durch die Zip-Tip-Spitze ein- und auspipettiert, um die Peptide an das 
Harz zu binden. Anschließend wurde die Spitze dreimal mit einer Lösung von 0.1% 
TFA und 5% Methanol in Wasser gewaschen. Die Probenbestandteile wurden von 
dem Zip-Tip mit 1.8 µL Matrix-Lösung – Matrix gelöst, 0.1% TFA/50% Acetonitril 
eluiert und direkt auf das MALDI-ToF-MS-Target pipettiert.
4.5 Stabilisierung mit L-Phenylalanin
4.5.1 Experimentelle Teil
4.5.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Das Guanidinthiocyanat  (≥ 99%, für Biochemie), Natriumhydrogencarbonat (≥ 99%) 
und L-Phenylalanin (≥ 99%, CELLPURE®) wurden bei Carl-Roth beschaffen. 
Das Natriumhydroxid (wasserfrei) und die Dialysemembran (MWCO ca. 12.400 Da) 
wurden jeweils bei Kemper & Co und Sigma-Aldrich angeschafft. Die 
spinnenseidenähnlichen Proteine (R16, R16-Arg8) stellte die BASF SE zur Verfügung.
4.5.1.2 Stabilisierung des Proteins R16-Arg8
In drei mL 6M GdnSCN wurden 450 mg des Proteins R16-Arg8 und drei mg L-Phenyl-
alanin zusammen gelöst. Diese Lösung wurde gegen 10 mM NaHCO3-Puffer bei pH 
12 dialysiert. Der Puffer enthielt 0.1% (m/v) L-Phenylalanin, wobei das Verhältnis der 
Probe zum Dialysebad mindestens 1:500 betrug. Die Dialyse dauerte mindestens 12 
Stunden. Es entstand eine gelbliche Lösung. 
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4.6 Ergebnisse und Diskussion
4.6.1 Stabilisierung mit Albumin
4.6.1.1 Stabilisierung des Proteins C16 mit Albumin (BSA)
Das natürliche Protein Albumin (BSA) wurde als Stabilisator für das Protein C16
verwendet. 
Die Tabelle 6 stellt die Ergebnisse der Stabilisierung von C16 mit Albumin dar.
Tabelle 6: Zusammensetzung und Stabilität des mit BSA stabilisierten C16-Proteins
C16-Konzentration
[%]
BSA-
Konzentration
[%]
pH-Wert Stabilität
[Std.]
2 2 7 24
5 5 7 6
10 10 7 6
Die in Tabelle 6 dargestellten Ergebnisse belegen die Stabilisierung des Proteins C16
mittels Albumins. Die stabilisierten hochkonzentrierten Lösungen sind maximal sechs 
Stunden stabil.
4.6.1.2 Stabilisierung der Proteine R16 und R16-Arg8 mit fettsäurefreiem Albumin
(ff.BSA)
Für die Stabilisierung der Proteine R16 und R16-Arg8 wurde die fettsäurefreie Variante 
des Albumins verwendet. Die Ergebnisse der Stabilisierung der beiden Proteine 
mittels ff.BSA sind in Tabelle 7 dargestellt.
Tabelle 7: Zusammensetzung und Stabilität der mit ff.BSA stabilisierten R16- bzw. R16-Arg8-Proteine
R16 bzw. 
R16-Arg8-
Konzentration
[%]
ff.BSA-
Konzentration
[%]
pH-Wert Stabilität
[Std.]
5 5 10 7
7 7 10 6
9 9 10 6
11 11 10 Unstabil
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Die Stabilisierung von spinnenseidenähnlichen Proteinen R16 bzw. R16-Arg8 geschah 
durch eine Anlagerung von ff.BSA an das jeweilige spinnenseidenähnliche Protein.
Dies konnte mittels Elektronenspinresonanz-Spektroskopie bestätigt werden, auf 
deren Ergebnisse in Unterkapitel 7.6 eingegangen wird. Die hergestellten Lösungen 
sind auf Dauer unstabil. Dies liegt vor allem daran, dass die spinnenseidenähnlichen 
Protein und das Hilfsprotein ff.BSA nicht aneinander angepasst sind und daher keine 
spezifischen Bindungen eingehen, die zu einer dauerhaften Stabilität beitragen 
könnten. Das Design von angepassten Proteinen ist sehr zeitaufwendig und ist nicht 
die Zielsetzung dieser Arbeit.
4.6.2 Stabilisierung des Proteins R16 mit Proteinfragmenten
4.6.2.1 Charakterisierung der BSA- und R16-Proteinfragmente
Zur Untersuchung der Proteinfragmente, die die Grundlage dieser 
Stabilisierungsmethode darstellen, wurden MALDI-ToF-MS-Messungen durchgeführt. 
Die fragmentierte Probe des Proteins R16 weist die in Abbildung 23 dargestellte 
Verteilung auf.
Abbildung 23: MALDI-ToF-MS-Spektrum des fragmentierten R16-Proteins
Aufgrund der Art der Proteinhydrolyse (unkontrollierte, zufällige basische Hydrolyse) 
haben die Messwerte eine relativ breite Verteilung. Die meisten Fragmente befinden 
sich dennoch im Bereich von 1000 bis 3000 Da. Einen nennenswerten Anteil haben 
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die Proteinfragmente mit der Masse von ca. 2231 Da. Es war nicht möglich, die 
Fragmente zu trennen und einzeln auf die Stabilisierungseigenschaft zu 
untersuchen. 
Parallel wurden die Proteinfragmente des BSA mittels MALDI-ToF untersucht. Das 
BSA ist ein wasserlösliches Protein und kann somit nach dem Auflösen viel schneller 
gespaltet werden. Die durch basische Hydrolyse entstandenen BSA-
Proteinfragmente wurden ebenfalls mit Hilfe von MALDI-ToF-MS untersucht. Das 
Spektrum ist in Abbildung 24 dargestellt.
Abbildung 24: MALDI-ToF-MS-Spektrum des fragmentierten BSA
Im Vergleich zu den R16-Fragmenten zeigen die Messwerte eine noch breitere 
Verteilung. Dies ist durch die vorherige vollständige Auflösung des Proteins und 
somit eine erleichterte Fragmentierung zu erklären. Interessanterweise haben die 
meisten Fragmente eine Masse von ca. 3138 Da.
4.6.2.2 Stabilisierung des Proteins R16
Die durch die Hydrolyse gewonnenen R16-Proteinfragmente wurden vollständig, wie 
in der Tabelle 8 dargestellt, für die Stabilisierung eingesetzt.
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Tabelle 8: Zusammensetzung und Stabilität des mit R16-Fragmenten stabilisierten R16-Proteins
Die BSA-Fragmente konnten zwecks Untersuchung ebenfalls nicht voneinander 
getrennt werden und wurden folglich als ganze Probe für die Stabilisierung
eingesetzt. Die Tabelle 9 fasst die Ergebnisse zusammen.
Tabelle 9: Zusammensetzung und Stabilität des mit BSA-Fragmenten stabilisierten R16-Proteins
R16-Konzentration
[%]
BSA-Fragmente
[g]
Stabilität
[Std.]
pH-Wert Endkonzentration
BSA-Fragmente
[%]
7 0.060 6 10 0.004
9 0.060 6 10 0.004
11 0.090 6 10 0.006
Die in den Tabellen 8 und 9 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sowohl R16- als 
auch BSA-Proteinfragmente imstande sind, ein hydrophobes 
spinnenseidenähnliches Protein R16 zu stabilisieren. Die zeitliche Stabilität von 6-9 h 
der durch R16- bzw. BSA-Fragmenten stabilisierten Proteindispersionen
unterscheidet sich kaum voneinander. Das korreliert mit der oben dargestellten sehr 
ähnlichen Verteilung der Proteinfragmente beider Probe. Der Vorteil dieser Methode 
ist, dass für die erfolgreiche Stabilisierung eines hydrophoben Proteins nur eine sehr 
kleine Konzentration von Fragmenten notwendig ist.
Demzufolge können theoretisch mögliche Nebenwirkungen von Fragmenten außer 
Acht gelassen werden und somit kann von einer unbedenklichen Anwendung der 
Methode ausgegangen werden.
Andererseits stellte sich heraus, dass die Proben nicht über einen längeren Zeitraum 
stabil blieben. Alle bisher untersuchten Proteinproben fielen über Nacht aus, was als 
entscheidender Nachteil der Methode zu verzeichnen ist.
R16-Konzentration
[%]
R16-Fragmente
[g]
Stabilität
[Std.]
pH-Wert Endkonzentration
R16-Fragmente
[%]
5 0.045 9 10 0.003
7 0.045 9 10 0.003
9 0.060 7 10 0.004
11 0.090 6 10 0.006
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Die zeitliche Instabilität von Proben und die nachfolgende Weiterverarbeitung und 
Lagerung über einen längeren Zeitraum erfordern eine Weiterentwicklung von 
Stabilisierungsmethoden auf Basis von natürlichen Substanzen. 
4.6.3 Stabilisierung der Proteine R16 und R16-Arg8 mit L-Phenylalanin
L-Phenylalanin ist eine aromatische, amphiphile Aminosäure mit hydrophober 
Seitenkette, die für Menschen essentiell ist. [79] Aufgrund der relativ starken 
Hydrophobizität von L-Phenylalanin ist nicht auszuschließen, dass beim 
Überschreiten einer gewissen Konzentrationsgrenze ebenfalls eine Schädigung der 
Zellmembran auftreten könnte. Folglich wurden zwei unterschiedliche
Konzentrationen von L-Phenylalanin getestet, um den Einfluss auf die 
Zellproliferation zu steuern. Die Tabelle 10 fasst die Ergebnisse zur Stabilisierung 
zusammen. 
Tabelle 10: Stabilität der mit L-Phenylalanin stabilisierten R16 und R16-Arg8-Proteine
Protein Protein
Konzentration
[%]
L-
Phenylalanin
[%]
Stabilität
[Std.]
pH-Wert
R16-Arg8 15 1 über 24 12
R16-Arg8 15 0.1 über 24 12
R16 15 1 instabil 12
R16 15 0.1 instabil 12
Beide Proteindispersionen (R16 und R16-Arg8) erfordern die Einstellung eines hohen 
pH-Wertes. Die ist unumgänglich, da L-Phenylalanin als Salz viel besser löslich ist.
Die durchgeführten Experimente zeigen, dass der Einsatz von L-Phe als Stabilisator
für das spinnenseidenähnliche Protein R16-Arg8 prinzipiell möglich ist. Jedoch ist es 
trotz großer Bemühungen nicht gelungen, das R16-Protein mit Hilfe von L-
Phenylalanin zu stabilisieren.
4.7 Elektroverspinnen der C16-, R16- und R16-Arg8-Dispersionen
4.7.1 Experimenteller Teil
4.7.1.1 Elektrospinnapparatur
Die Hochspannungsquelle, Generator KNH34/N2A von 0-30 kV DC neg., wurde von 
Eltex hergestellt. Die Einrichtung einer düsenbasierten Elektrospinnanlage am DWI 
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erfolgte durch die Gimpel Ingenieur-Gesellschaft mBH. Die 1 mL Einmalspritze und 
Einmalkanüle 0.8 mm wurden bei der Firma B. Braun Melsungen AG bezogen. Für 
die Visualisierung von Fasern wurde das REM S-3000N von Hitachi verwendet.
4.7.1.2 Elektroverspinnen von C16/BSA/PEO-Dispersion
Das spinnenseidenähnliche C16-Protein wurde wie in Abschnitt 4.3 beschrieben mit 
BSA stabilisiert. Die ganze Probe wurde mit einer 0.1 mL 4%-igen PEO-Lösung 
zusammengemischt und elektroversponnen. Für das Elektroverspinnen wurden 
folgende Einstellungen ausgewählt. Die Geschwindigkeit betrug 0.1 mL/h, der 
Abstand bis zur Gegenelektrode 20 cm und die Spannung 20 kV. Anschließend 
erfolgte die Untersuchung der Fasern am REM.
4.7.1.3 Elektroverspinnen von R16/ff.BSA/PEO-Dispersion
Das R16-Protein wurde mit Hilfe von ff.BSA stabilisiert (Abschnitt 4.3). Die 0.5 mL der 
stabilisierten Lösung konnten nach der Zugabe von 0.4 mL 4%-iger PEO-Lösung 
leicht versponnen werden. Folgende Einstellungen wurden beim Elektroverspinnen 
verwendet: 
1. Geschwindigkeit: 0.5 mL/h
2. Abstand bis zur Gegenelektrode: 20 cm
3. Spannung: 20 kV
Die dadurch erhaltenen Fasern wurden anschließend mittels REM visualisiert.     
4.7.1.4 Elektroverspinnen von R16-Arg8/ff.BSA/PEO-Dispersion
Das spinnenseidenähnliche Protein R16-Arg8 konnte mit Hilfe von ff.BSA als 
Hilfsprotein stabilisiert werden. Die stabile Mischung (1 mL, 7% R16-Arg8 / 7% BSA) 
wurde nach der Zugabe von 20 mg PEO erfolgreich versponnen. 
Die Austrittsgeschwindigkeit der Mischung aus der Düse betrug 0.5 mL/h. Der 
Abstand bis zur Gegenelektrode wurde auf 15 cm eingestellt. Die Spannung blieb 
während aller Versuche konstant bei 20 kV. 
4.7.1.5 Elektroverspinnen von R16 bzw. R16-Arg8 /BSA-Fragmente/PEO-Dispersion
Zwei mL einer 7%-igen Dispersion wurden mit 40 mg PEO vermischt. Die nach dem 
Auflösen von PEO entstandene Mischung wurde versponnen. Bei der Produktion der 
Fäden wurde die Austrittsgeschwindigkeit auf 0.3 mL/h, den Abstand bis zur 
Gegenelektrode auf 15 cm und die Spannung auf 20 kV eingestellt. 
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4.7.1.6 Elektroverspinnen von R16-Arg8/L-Phe/PEO-Dispersion
Die mit Hilfe von L-Phe stabilisierten drei mL der 15%-igen Proteindispersion
(Abschnitt 4.5) wurden mit festem PEO vermischt und gesponnen. Der zugesetzte 
PEO-Anteil betrug 1.5% (m/v). Die Geschwindigkeit der Pumpe wurde auf 0.2 bzw. 
0.4 mL/h eingestellt. Der Abstand zwischen den beiden Elektroden und die 
Spannung betrugen 15 cm und 20 kV.
4.7.2 Ergebnisse und Diskussion
4.7.2.1 Elektroverspinnen von C16/BSA/PEO-Dispersion
Die mittels BSA stabilisierte Proteinlösung wurde unter Zusatz von PEO gesponnen. 
Da die flüssige Phase beim Elektroverspinnen verdunstet, bildeten sich Fasern mit 
einer  bestimmten Zusammensetzung, die in der Tabelle 11 zusammengefasst ist.
Tabelle 11: Zusammensetzung von Protein/Polymer- Fasern.
Bestandteile der Probe Zusammensetzung der 
Probe [mg]
Zusammensetzung von 
Fasern [ca. in %]
C16/BSA/PEO
C16: 100 mg
BSA: 100 mg
PEO: 4 mg
C16: 49
BSA: 49
PEO: 2
Die Abbildung 25 stellt die elektronenmikroskopische Aufnahme der C16/BSA/PEO-
Fasern dar. Auf der unten dargestellten REM-Aufnahme sind sowohl Fasern als auch 
Verdickungsstellen, die so genannten  Bead’s zu sehen. 
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Abbildung 25: REM-Aufnahmen von C16/BSA/PEO-Fasern.
Die Bead‘s stellen nicht gestrecktes Material dar. Solche Verdickungen kommen 
meistens durch ungünstige Einstellungen des Elektrospinning-Gerätes zustande. Auf 
weitere Optimierung des Elektrospinnverfahrens wurde verzichtet.
Aufgrund der Verwendung von BSA als Hilfsprotein bestehen die hergestellten 
Fasern maximal zu 50 % aus dem Protein C16. 
4.7.2.2 Elektroverspinnen von R16/ff.BSA/PEO-Dispersion
Das mit Hilfe von ff.BSA stabilisierte Protein R16 wurde unter Zusatz von PEO 
gesponnen. Die Tabelle 12 fasst die Ergebnisse des Elektroverspinnens von 
R16/Polymer-Fasern zusammen.
Tabelle 12: Zusammensetzung von Protein/Polymer- Fasern.
Bestandteile der Probe Zusammensetzung der 
Probe [mg]
Zusammensetzung von 
Fasern [ca. in %]
R16/ff.BSA/PEO
R16: 35 mg
ff.BSA: 35 mg
PEO: 16 mg
R16: 41
ff.BSA: 41
PEO: 18
Nach dem Elektroverspinnen wurden die Fasern am REM untersucht. Die 
Morphologie und Größe von Protein/Polymer-Fasern sind in der Abbildung 26
dargestellt.
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Abbildung 26: REM-Aufnahmen von R16/ff.BSA/PEO-Fasern.
Die mit Hilfe von ff.BSA stabilisierten Proteinlösungen konnten unter Zugabe von 
Viskositätsverbessern gut gesponnen werden. Der Faserdurchmesser betrug ca. 
250-450 nm.
4.7.2.3. Elektroverspinnen von R16-Arg8/ff.BSA/PEO-Dispersion
Das Protein R16-Arg8 konnte ebenfalls mittels ff.BSA stabilisiert werden. Die unten 
dargestellte Tabelle 13 fasst die Zusammensetzung der elektroversponnenen Fasern 
zusammen.
Tabelle 13: Zusammensetzung von Protein/Polymer-Fasern.
Bestandteile der Probe Zusammensetzung der 
Probe [mg]
Zusammensetzung von 
Fasern [ca. in %]
R16-Arg8/ff.BSA/PEO
R16-Arg8: 70 mg
ff.BSA: 70 mg
PEO: 20 mg
R16-Arg8: 44
ff.BSA: 44
PEO: 12
Die Abbildungen 27 und 28 stellen die elektronenmikroskopische Aufnahme der R16-
Arg8/BSA/PEO-Fasern dar. 
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Abbildungen 27 und 28: REM-Aufnahmen von R16-Arg8/ff.BSA/PEO-Fasern.
Das mittels ff.BSA stabilisierte R16-Arg8 konnte unter Zugabe von PEO gut 
versponnen werden. Sowohl R16- als auch R16-Arg8-basierte Fasern sind
morphologisch sehr ähnlich. Der Durchmesser der Fasern unterliegt einer 
bestimmten Schwankung und befindet sich im Bereich von 200 bis 500 nm. 
Bei der Verwendung des nativen Hilfsproteins BSA in dem o.g. Verhältnis beträgt der 
Anteil an spinnenseidenähnlichen Proteinen nicht mehr als 50%. 
Diese Tatsache begrenzt die Anwendungsmöglichkeit von Fasern mit dieser 
Zusammensetzung, da eine Arginin-Freisetzung aus spinnenseidenähnlichen 
Proteinen, aufgrund des relativ kleinen Anteils, nur geringfügig zu erwarten ist.   
Es war von vornherein abzusehen, dass sehr hohe Konzentrationen nicht erreicht 
werden können. Dies liegt an den während der Evolution stark aneinander 
angepassten natürlichen Spinnenseidenproteinen. Eine solche Anpassung erfordert 
eine enorme Zeit, so dass das Finden oder Herstellen von zwei so gut aneinander 
angepassten Proteinen im Rahmen dieser Arbeit nicht zu bewerkstelligen war.
Zur Erhöhung des Anteils an Arginin haltigen biotechnologisch hergestellten 
Proteinen in den Fasern wurden für das Elektroverspinnen, die mit Hilfe von anderen 
Stabilisierungsverfahren hergestellten Proteindispersionen, eingesetzt. 
4.7.2.4 Elektroverspinnen von R16 bzw. R16-Arg8/BSA-Fragmenten/PEO-Dispersion
Die in Abschnitt 4.4 beschriebene zweite biologische Stabilisierungsmethode basiert 
auf der Anwendung der Proteinfragmente als Stabilisierungsmittel. Wie bereits 
aufgeführt, wird für die Stabilisierung von R16 bzw. R16-Arg8 nur eine sehr kleine 
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Menge an Proteinfragmenten benötigt. Aufgrund dessen steigt der prozentuelle 
Anteil von spinnenseidenähnlichen Proteinen in den Fasern auf 77%. Die 
Zusammensetzung, der auf diesem Wege gesponnenen Fasern, ist in der Tabelle 14
dargestellt.
Tabelle 14: Zusammensetzung von Protein/Polymer- Fasern.
Bestandteile der Probe Zusammensetzung der 
Probe [mg]
Zusammensetzung von
Fasern [ca. in %]
R16/ BSA-
Fragmente/PEO
R16: 140 mg
BSA-Fragmente: 0.08 mg
PEO: 40 mg
R16: 77
BSA-Fragmente: 0.04
PEO: 23
Die gesponnenen Vliese wurden mittels REM untersucht. In Abbildungen 29 und 30
sind die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der R16-Arg/BSA-Fragmente/PEO-
Fasern dargestellt.
Abbildungen 29 und 30: REM-Aufnahmen von R16-Arg/BSA-Fragmente/PEO-Fasern.
Die mit Proteinfragmenten stabilisierten Proben lassen sich sehr gut unter Zugabe 
von PEO verspinnen. Die REM-Untersuchungen bestätigten die gute Verspinnbarkeit 
der stabilisierten Lösungen und charakterisieren die Morphologie und den 
Durchmesser der Fasern. Der Durchmesser der R16-Arg/BSA-Fragmente/PEO-
Fasern betrug ca. 300-400 nm.
Die gesponnenen R16-Arg8/PEO-Fasern besitzen eine in der Tabelle 15 aufgeführte 
Zusammensetzung.
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Tabelle 15: Zusammensetzung von Protein/Polymer- Fasern.
Bestandteile der Probe Zusammensetzung der 
Probe [mg]
Zusammensetzung von 
Fasern [ca. in %]
R16-Arg8/ BSA-
Fragmente/PEO
R16-Arg8: 140 mg
BSA-Fragmente: 0.06 mg
PEO: 40 mg
R16-Arg8: 77
BSA-Fragmente: 0.03
PEO: 23
Abbildungen 31und 32 stellen die Ergebnisse der REM-Untersuchungen dar. 
Abbildungen 31 und 32: REM-Aufnahmen von R16-Arg8/BSA-Fragmente/PEO-Fasern.
Gleichermaßen wie R16 kann auch das Protein R16-Arg8 durch Proteinfragmente 
stabilisiert und anschließend nach der Zugabe von Viskositätsverbessern gesponnen 
werden.
Die beiden mit Hilfe von Proteinfragmenten stabilisierten spinnensiedeähnlichen 
Proteine können unter Zugabe von kleinen Mengen an Viskositätsverbessern (PEO)
gesponnen werden. Die gesponnen Fäden sind sich morphologisch sehr ähnlich und 
haben einen Durchmesser von ca. 200-400 nm. 
Beide spinnenseidenähnliche Proteine konnten auch durch ihre eigenen Fragmente 
stabilisiert und versponnen werden.  
Die Anwendung von Fragmenten als Stabilisatoren für hydrophobe Proteine führte zu 
einem prozentualen Anstieg an R16 oder R16-Arg8 in Fasern. Insgesamt stieg der 
Anteil dieser Proteine in den Fasern um 27% auf 77% an. 
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4.7.2.5 Elektroverspinnen von R16-Arg8/L-Phe/PEO-Dispersion
Die für die Herstellung der unten abgebildeten Fasern verwendete Proteinlösung 
wurde mit L-Phenylalanin im wässrigen Medium stabilisiert und anschließend 
gesponnen. In der Tabelle 16 ist die Zusammensetzung der Fasern aufgeführt.
Tabelle 16: Zusammensetzung von Protein/Polymer- Fasern. 
Bestandteile der Probe Zusammensetzung der 
Probe [mg]
Zusammensetzung von 
Fasern [ca. in %]
R16-Arg8/L-Phe/PEO
R16-Arg8: 450 mg
L-Phe: 3 mg
PEO: 45 mg
R16-Arg8: 90.3
L-Phe: 0.6
PEO: 9.1
Die Abbildungen 33 und 34 stellen die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der 
Fasern dar.
Abbildungen 33 und 34: REM-Aufnahmen von R16-Arg8/L-Phe/PEO-Fasern.
Die am REM angefertigten Abbildungen belegen die Bildung von Fasern. 
Die Fasern weisen eine homogene Struktur auf. Die noch teilweise vorhandenen 
Bead’s lassen erkennen, dass die Einstellungen noch besser optimiert werden 
können. Genauso wie im Falle der Stabilisierung mit dem Oligomer 
P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglycidyl-ether)-(3,3) weisen die Fäden 
einen Durchmesser von ca. 400 nm auf. Der Proteinanteil beträgt ca. 90%.
Alle in diesem Kapitel beschrieben Fasern sind wasserlöslich.
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Kapitel 5. Physikalische Stabilisierung von spinnenseidenähnlichen Proteinen
in wässriger Lösung
Zusammenfassung 
Mit Hilfe der physikalischen Stabilisierung ist es im Rahmen dieser Arbeit zum ersten 
Mal gelungen, hydrophobe Proteine ohne Zusatz von amphiphilen Stoffen in 
wässrigen Medien zu stabilisieren. Diese Stabilisierung basiert auf gleichzeitiger 
Anwendung einer basischen Dialyselösung in Verbindung mit einer leicht erhöhten 
Temperatur. Diese beiden Faktoren ermöglichen die Ausbildung von sehr stabilen, 
geladenen Proteinmizellen in wässriger Lösung. Dabei konnte eine 15%-ige (m/v) 
Proteinlösung erfolgreich stabilisiert werden, die über mehrere Tage stabil blieb.
Des Weiteren wurde die Methode so modifiziert, dass eine starke Proteindegradation 
vermieden wird.
Die physikalisch stabilisierten Proteindispersionen konnten erfolgreich unter Zugabe 
von PEO versponnen werden. Der Durchmesser der Protein/Polymer-Fasern betrug 
ca. 300-400 nm. 
5.1 Einleitung
Die chemischen und biologischen Stabilisierungen von wässrigen Proteinlösungen 
basieren auf der Anwendung der Stabilisatoren. Die eingesetzten Stabilisatoren sind 
amphiphil. Diese Eigenschaft ermöglicht eine recht gute Stabilisierung, ist aber mit 
der Zugabe einer anderen Substanz zu der Probe verbunden. Diese Substanzen 
sind dann an dem jeweiligen spinnenseidenähnlichen Protein gebunden. Dies führt 
dazu, dass beim z.B. Elektroverspinnen die amphiphilen Substanzen mitversponnen 
werden können. Dies könnte die Anwendung von amphiphilen Stoffen als 
Stabilisatoren für spinnenseidenähnliche Proteine, falls diese Proteine im weiteren 
Einsatz in Kontakt mit lebenden Zellen kommen sollten, erschweren. Um dieses 
Problem zu umgehen, wurde eine auf physikalischen Parameter basierende Methode 
ausgearbeitet.
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5.2 Stand der Forschung
Die mit Hilfe von 6M GdnSCN gelösten hydrophoben Proteine liegen in der 
wässrigen Lösung in einer entfalteten Form vor. Im Laufe der Dialyse tritt GdnSCN 
aus der Probe aus. Dabei müssen sich Proteinmoleküle neu anordnen. Die Faltung 
von hydrophoben Proteinen wird durch die hydrophoben Wechselwirkungen bedingt 
und führt insgesamt zu einer Steigerung der Entropie im System. Es resultiert ein 
Enthalpiegewinn durch stärkere Wechselwirkungen zwischen den freigesetzten 
Lösemittelmolekülen (bei Wasser vor allem Dipol-Dipol-Wechselwirkungen). Sollte 
die Dialyse bei RT durchgeführt werden, lagern sich mehrere hydrophobe Proteine 
zusammen und fallen dabei aus. Eine Erhöhung der Temperatur führt zu einem 
Entropieanstieg im gesamten System. Dem Zufolge wird die Faltung und 
Zusammenlagern von hydrophoben Proteinen gehindert. Die intramolekulare 
Wechselwirkung wird stärker als die intermolekulare Wechselwirkung, was zur 
Ausbildung von kleinen Mizellen beiträgt. [22]
Parallel zu dem Faltungsprozess werden die in dem Protein vorhandenen 16 
Asparaginsäuren bei hohen pH-Werten negativ geladen. Eine Titrationskurve dieser 
Aminosäure zeigt, dass die Proteine bei einem pH-Wert von zwölf in einer negativ
geladenen Form vorliegen. Abbildung 35 zeigt die Titrationskurve der 
Asparaginsäure.
Abbildung 35: Titrationskurve von Asparaginsäure. 
[80]
Eine anschließende Änderung des pH-Wertes der stabilen Proteindispersion führt 
nicht zum Ausfallen, da die zweite polare Aminosäure, nämlich Arginin bei einem 
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niedrigen pH-Wert (kleiner als 7) positiv geladen wird. In Abbildung 36 ist die 
Titrationskurve der Aminosäure Arginin dargestellt.
Abbildung 36: Titrationskurve von Arginin. 
[80]
5.3 Darstellung physikalisch-stabilisierter Proteindispersionen
5.3.1 Experimenteller Teil
5.3.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Sowohl Guanidinthiocyanat (≥ 99% für Biochemie) als auch 
Natriumhydrogencarbonat (≥ 99%) sind von Carl-Roth. 
Das Natriumhydroxid (wasserfrei) und Dialysemembran (MWCO ca. 12.400 Da) 
wurden jeweils bei Kemper & Co und Sigma-Aldrich beschafft. Die 
spinnenseidenähnlichen Proteine (R16, R16-Arg8) stellte die BASF SE zur Verfügung.
Die verwendeten Chemikalien wurden ohne weitere Aufreinigung eingesetzt
5.3.1.2 Stabilisierung des Proteins R16 bzw. R16-Arg8
450 mg der jeweiligen Proteine wurden in drei mL 6M GdnSCN gelöst.  Die dadurch 
entstandene 15% (m/v) Proteinlösung wurde in einer 10 mM NaHCO3 Pufferlösung, 
pH 12 bei 50°C bzw. 30°C dialysiert. Das Verhältnis der Probe zu dem Dialysebad 
betrug mindestens 1:500. Die Dialyse dauerte mindestens zwölf Stunden, wobei die 
Temperatur von 50°C bzw. 30°C am Anfang der Dialyse mindestens drei Stunden 
gehalten werden sollte. Die restliche Zeit wurde die Probe bei RT dialysiert. Der
Wechsel eines Dialysebades fand bei RT statt. 
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5.3.2 Ergebnisse und Diskussion
Bei der Ausarbeitung der physikalischen Stabilisierung wurde versucht, eine 
möglichst hohe Konzentration eines Proteins in der Probe zu erreichen. Die Tabelle 
17 stellt die Zusammenfassung der Ergebnisse für das Protein R16 dar. 
Tabelle 17: Stabilität der physikalisch stabilisierten Proben des R16-Proteins.
Konzentration
[%, m/v]
Temperatur
[°C]
pH-Wert Stabilität der Probe
5 – 9 30 12 mindestens 7 Tage
11 – 13 30 12 mindestens 3 Tage
15 30 12 mindestens 2 Tage
15 RT 12 instabil
15 30 8.5 instabil
15 30 10 instabil
17 30 12 maximal 2 Tage
19 30 12 instabil
In Abbildung 37 sind die stabilisierten R16-Proteindispersionen dargestellt.
Abbildung 37: Darstellung von stabilisierten R16-Proteindispersionen
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Bei den Stabilisierungsversuchen des zu untersuchenden Proteins R16-Arg8 wurden 
ähnliche Eigenschaften bezüglich der Stabilisierung festgestellt. Sowohl R16 als auch 
R16-Arg8 lassen sich physikalisch sehr gut stabilisieren. Allerdings ist die 15% R16-
Arg8-Lösung im Gegensatz zu R16-Lösung maximal zwei Tage stabil. 
Aus der Tabelle 17 ist zu entnehmen, dass das R16-Protein nur bei einer Kombination 
von pH-Wert 12 und einer gleichzeitig leicht erhöhten Temperatur stabilisiert  werden 
kann. Die Zugabe eines Stabilisators wird in diesem Fall durch die gleichzeitige 
Einwirkung von Temperatur und pH ersetzt. 
In Anbetracht dieser Tatsache stellt sich die Frage nach den theoretischen
Grundlagen der physikalischen Stabilisierungsmethode. Höchstwahrscheinlich 
basiert die Methode auf zwei parallel laufenden Prozessen, zum Einen auf
intramolekularen Proteinfaltung und zum Anderen auf dem Aufladen von polaren 
Aminosäuren. Durch die erhöhte Temperatur wird die intramolekulare 
Wechselwirkung gegenüber einer intermolekularen bevorzugt. Die Bildung von 
Mizellen und kleinen Aggregaten wird begünstigt. Möglicherweise führt die Ladung 
zu einer Art Abstoßungsreaktion zwischen den gefalteten Proteinen. Dies verhindert 
wiederum die Entstehung von größeren Aggregaten und somit das Ausfallen der 
Proteinprobe. Eigene Untersuchungen haben gezeigt, dass die stabilisierte R16-
Proteindispersion in einem pH-Bereich von drei bis zwölf mehrere Stunden stabil 
bleibt. Dies hängt mit der Ladung der basischen Aminosäure Arginin zusammen.
Auch nach dem Abkühlen von 30°C auf RT bleibt die stabilisierte Probe eine 
bestimmte Zeit stabil. Allerdings geliert eine höher konzentrierte Dispersion schneller 
als eine niedrigkonzentrierte Dispersion. Möglicherweise überwiegen die 
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Agglomeraten die Abstoßung 
zwischen den Agglomeraten mit der Zeit. Durch diese Zusammenlagerung steigt die 
Gesamtentropie des Systems, was nach dem Zweiten Hauptsatz der 
Thermodynamik begünstig wird.
Weiterhin wurde die Gesamtmasse des Proteins in der Probe nach der Dialyse
bestimmt. Die in der Dialyselösung vorhandenen Hydroxydionen können in 
Verbindung mit der erhöhten Temperatur zur Degradation der Proteine führen. Beim 
Auflösen des Proteins in einer stark chaotropen 6M GdnSCN-Lösung werden die 
Physikalische Stabilisierung von spinnenseidenähnlichen Proteinen in wässriger Lösung
90
tertiären und sekundären Strukturen der Proteine zerstört, so dass das Protein in
einer entfalteten Form vorliegt. Die entfaltete Form bietet den zahlreichen OH--Ionen 
eine große Anzahl an Peptidbindungen als Angriffsflächen für eine basische 
Hydrolyse. Durch die erhöhte Temperatur könnte die basische Hydrolyse 
beschleunigt werden, was relativ schnell zu einem Zerfall der primären Struktur der 
Proteine führen kann. Die Masse des Proteins in der Probe nach der Dialyse kann 
gravimetrisch untersucht werden. Dabei wird die Probe nach der Dialyse und 
anschließender Entsalzung möglichst vollständig aus der Dialysemembran 
entnommen und in einer Petrischale bei 37°C getrocknet. Anschließend wird das 
Gewicht der Proteinprobe bestimmt und mit der eingesetzten Menge an Protein 
verglichen.
Die Tabelle 18 stellt die Zusammenfassung der Ergebnisse für die vierstündige 
Dialyse des Proteins R16 dar. 
Tabelle 18: Verlust an Protein R16 in Abhängigkeit von der Inkubationstemperatur
Eingesetzte 
Menge
[g]
Temperatur
[°C]
pH-Wert Menge an Protein
nach der Dialyse
[g]
Verlust an Protein
[%]
0.300 50 12 0.173 42
0.300 30 12 0.285 5
Es stellte sich wie erwartet heraus, dass der Temperaturunterschied von 20°C einen 
starken Einfluss auf die Spaltbarkeit der Proteinproben hatte. Der Verlust in Höhe 
von 5% könnte sowohl durch eine Degradation, als auch unvollständige Entnahme 
des Proteins aus der Dialysemembran verursacht werden. Aufgrund dieser 
Ergebnisse ist es sinnvoll, die physikalische Stabilisierung bei 30°C durchzuführen.
Die theoretischen Grundlagen der Stabilisierung sind noch unvollständig erforscht 
und bedürfen zusätzlicher Untersuchungen. Vor allem ist die Anwendung der 
unterschiedlichen Basen und Salzkonzentrationen auf die Stabilisierung der Proteine 
unvollständig erforscht. Des Weiteren ist zu untersuchen, ob eine kurzfristige, starke 
Erhitzung während der Dialyse den gleichen Stabilisierungseffekt hervorruft
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Die Ausarbeitung dieser Stabilisierung ist als wichtiger Schritt zu einer zukünftigen
Produktion und Lagerung der stabilisierten Lösungen zu werten.
5.4 Elektroverspinnen der physikalisch stabilisierten R16- und R16-Arg8-
Dispersionen
5.4.1 Experimenteller Teil
5.4.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Die spinnenseidenählichen Proteine R16 und R16-Arg8 wurden von der BASF SE zur 
Verfügung gestellt. Das Polyethylenoxid 900.000 wurde bei Sigma-Aldrich bezogen. 
Die Herstellung der stabilisierten Proteindispersionen und deren Elektroverspinnen 
erfolgten am DWI an der RWTH e.V. Die Hochspannungsquelle, Generator 
KNH34/N2A von 0-30 kV DC neg., wurde von Eltex hergestellt. Die Einrichtung einer 
düsenbasierten Elektrospinnanlage am DWI erfolgte durch die Gimpel Ingenieur-
Gesellschaft mBH. Die 1 mL Einmalspritze und Einmalkanüle 0.8 mm wurden bei der 
Firma B. Braun Melsungen AG bezogen. Für die Visualisierung von Fasern wurde 
das REM S-3000N von Hitachi verwendet.
5.4.1.2 Elektroverspinnen von physikalisch stabilisierten R16 bzw. R16-Arg8/PEO-
Dispersionen
Die physikalisch stabilisierten 15%-ige Dispersion wurde mit festem PEO 
zusammengemischt. Die Endkonzentration von PEO in der Mischung betrug 1.5%. 
Zum Verspinnen wurde die Geschwindigkeit der Pumpe auf 0.4 mL/h und der 
Abstand zwischen der Probe und der Nadel auf 15 cm eingestellt. Die Spannung 
blieb während des Spinnprozesses konstant und betrug 20 kV. Sowohl R16 als auch 
R16-Arg8 konnten erfolgreich gesponnen werden. Die Kontrolle erfolgte mittels REM.
5.4.2 Ergebnisse und Diskussion
5.4.2.1 Elektroverspinnen von R16 bzw. R16-Arg8/PEO-Dispersionen
Die R16 bzw. R16-Arg8/PEO-Dispersionen wurden elektrogesponnen. Die 
Zusammensetzung der Fäden ist in der Tabelle 19 aufgeführt.  
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Tabelle 19: Zusammensetzung von Protein/Polymer- Fasern.
Bestandteile der Probe Zusammensetzung der 
Probe [mg]
Zusammensetzung von 
Fasern [ca. in %]
R16/PEO
bzw.
R16-Arg8/PEO
Protein: 450 mg
PEO: 45 mg
Protein: 90
PEO: 10
In Abbildungen 38 und 39 sind die elektronenmikroskopischen Aufnahmen von 
R16/PEO-Fasern dargestellt.
Abbildungen 38 und 39: REM-Aufnahmen von R16/PEO-Fasern.
Die durchgeführten REM-Untersuchungen bestätigten die Faserbildung. Die 
gesponnenen R16-Fasern weisen eine einheitliche Struktur auf und die 
Faserdurchmesse sind im Schnitt 400-500 nm groß. Die Abbildungen 40 und 41 
stellen die Aufnahmen der R16-Arg8/PEO-Fasern dar. 
Abbildungen 40 und 41: REM-Aufnahmen von R16-Arg8/PEO-Fasern.
Das spinnenseidenähnliche Protein R16-Arg8 konnte ebenfalls gut versponnen 
werden. Interessanterweise weisen die R16-Arg8-basierten Fäden einen im Schnitt
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sehr einheitlichen Faserndurchmesser von ca. 330 nm auf. Die hier vorgestellten 
Fasern sind wasserlöslich. 
Der Vorteil dieser Fasern besteht vor allem in der Abwesenheit eines speziellen 
chemischen Stabilisators. Bei der Anwendung dieser Methode konnten Fasern mit 
einem hohen Proteinanteil versponnen werden. Aufgrund des nichtnötigen Einsatzes
von Stabilisatoren könnten mögliche negative und allergische Reaktionen 
ausgeschlossen werden. Unter Berücksichtigung dieser Tatsache, der sehr guten 
Handhabung und zeitlichen Stabilität von stabilisierten Proteindispersionen lässt sich 
feststellen, dass die oben beschriebene Faserherstellung ein großes Potential 
besitzt. Der Proteinanteil der Fasern beträgt 90%.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Fasern unabhängig von der Art der 
Stabilisierung unter Zugabe von PEO versponnen werden können. Die Auswahl der 
richtigen Einstellungen und Konzentrationen ermöglicht ein konstantes Verspinnen 
bei gleichbleibender Qualität der Fasern. Ferner ist festzustellen, dass der
Durchmesser von Fäden unabhängig von der Stabilisierung ca. 200-500 nm beträgt. 
Im Kontrast dazu hängt die Zusammensetzung der Fasern sehr stark von der Art der 
Proteinstabilisierung ab. Die albuminstabilisierten Fasern enthalten maximal 50% an 
R16 oder R16-Arg8. Wohingegen sich der prozentuale Anteil an 
spinnenseidenähnlichen Proteinen bei der Anwendung von Proteinfragmenten als 
Stabilisatoren um ein Drittel auf 77% steigern lässt. Die Verwendung
der chemischen und physikalischen Stabilisierungen gestattet sogar die Herstellung 
von Fasern mit einem Proteinanteil von bis zu 90%.
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II Nanofasern : Stabilisierung, Abbaubarkeit und Charakterisierung von
Nanofasern auf Basis der spinnenseidenähnlichen
Proteinen
Kapitel 6. Stabilisierung und Abbaubarkeit von Nanofasern auf  Basis von 
spinnenseidenähnlichen Proteinen aus wässrigen Dispersionen 
Zusammenfassung
Es wurde die Stabilisierung der Protein/Polymer-Nanofasern gegenüber Wasser 
mittels Methanol etabliert [73]. Des Weiteren erfolgte die Untersuchung der 
Abbaubarkeit von Vliesen, Fasern und Filmen auf Basis der spinnenseidenähnlichen 
Proteine. Dabei wurde sowohl der enzymatische Abbau von Proteinfilmen als auch 
die Abbaubarkeit von Proteinvliesen mittels natürlicher Wundexsudaten in Betracht 
gezogen. Die Abbaubarkeit der mittels P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxy-
methylglycidylether)-(3,3) stabilisierten und anschließend aus wässriger Dispersion 
versponnenen R16 und R16-Arg8-Proteine ließ sich mit Hilfe der Aminosäureanalyse 
von freien Aminosäuren gut nachweisen. Insbesondere wurde in dieser Arbeit auf die 
Freisetzung von Arginin, Ornithin und Prolin geachtet, da diese Aminosäuren für die 
schnellere Wundheilung unabdingbar sind. Die Untersuchungen zeigten keine 
enzymatische Abbaubarkeit der Proteinfilme durch ausgewählte Matrix-
Metalloproteinasen. Die Abbaubarkeit von Filmen und Vliesen durch natürliche 
Wundexsudate wurde mittels der Aminosäureanalyse nachgewiesen. Im Vergleich zu 
einer Referenzprobe (natürliches Wundexsudat) stieg in den mit einem Wundexsudat 
inkubierten Proben die Konzentration von Arginin, Ornithin und vor allem Prolin. 
Dieser Anstieg wird durch den Proteinabbau durch natürliche Wundexsudate 
hervorgerufen. Der Konzentrationsanstieg an freien Aminosäuren ist im Falle eines 
Vlieses stärker als bei einem Film ausgeprägt. Dies liegt vor allem an der viel 
größeren Oberfläche des Vlieses im Vergleich zu einem Proteinfilm. Die 
Aminosäureanalyse zeigte, dass die aus Wasser gesponnenen Vliese besser durch 
natürliche Wundexsudate abgebaut werden, als die aus Ameisensäure 
gesponnenen. Alle oben genannten Untersuchungen bewiesen die Abbaubarkeit
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spinnenseidenähnlicher Proteine und die Freisetzung des Arginins durch natürliche 
Wundexsudate.
6.1 Einleitung
Die gesponnenen Protein/Polymer-Fasern auf Basis der spinnenseidenähnlichen 
Proteine R16 und R16-Arg8 sind wasserlöslich. Die Eigenschaft bereitet Probleme bei 
der Anwendung dieser Fasern in Verbindung mit Wundauflagen. Bei Kontakt mit der 
Wunde werden sie sehr schnell durch Wundexsudat aufgelöst. Die Auflösung führt 
zur unkontrollierbaren Freisetzung der Aminosäuren, insbesondere Arginin. Infolge 
dessen könnte die Argininkonzentration sehr schnell steigen, was z.B. zu einer 
schnellen Änderung des pH-Wertes führen würde. Solche Konzentrations- bzw. pH-
Wert-Änderungen würden einen Wundheilungsprozess beeinträchtigen.
Um das Problem der unkontrollierbaren Freisetzung zu umgehen, sollen die Fasern 
oder die daraus gesponnenen Vliese durch eine Nachbehandlung stabiler gegenüber 
Wasser gemacht werden. Dabei soll eine Methode gewählt werden, die eine 
Änderung der Protein- bzw. Polymerstruktur hervorruft ohne Primärstruktur der 
beiden Komponenten zu zerstören. Generell kommen sowohl eine physikalische 
(z.B. Temperatur) als auch eine chemische Nachbehandlung in Frage. Die 
chemische Nachbehandlung ist in diesem Fall effektiver, da die hohe Temperatur 
sowohl Protein- als auch Polymerzersetzung auslösen kann. 
Des Weiteren ist es wichtig, die Morphologie der elektrogesponnenen Fasern vor und 
nach der Nachbehandlung zu untersuchen. Diese Untersuchung dient der Aufklärung 
der Stabilität der Protein/Polymer-Fasern in wässrigen Medien. Gleichzeitig trägt es 
zum besseren Verständnis der Änderung der Proteinstruktur während der 
Nachbehandlung bei. Die sekundäre Proteinstruktur und deren Änderung kann
mittels IR-Spektroskopie untersucht werden. 
Ein weiterer wichtiger Forschungspunkt ist die Abbaubarkeit von Fasern, deren 
sekundäre Struktur und somit die Wasserlöslichkeit geändert wurde. Von besonderen 
Interesse ist die Untersuchung ihrer Abbaubarkeit wurde mittels einer Behandlung 
mit akuten und chronischen Wundexsudaten.
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6.2 Stand der Forschung
Im Allgemeinen ist es bekannt, dass viele chemische Substanzen in der Lage sind, 
die Proteinstruktur zu ändern. Dies führt meistens zur Denaturierung eines Proteins. 
Wie bereits in der Literatur beschrieben, ändern Proteinfasern ihre sekundäre 
Struktur unter anderem nach einer Methanol-Nachbehandlung mittels absoluten
Methanols. [73]
Die Änderung der Sekundärstruktur kann mittels Infrarotspektroskopie belegt werden.  
Die Infrarotspektroskopie stellt eine von vielen spektroskopischen 
Untersuchungsmethoden dar. Bei der Bestrahlung einer Verbindung mit Infrarotlicht 
findet eine Absorption der elektromagnetischen Wellen statt. [81] Das im Rahmen 
dieser Arbeit verwendete FT-IR-Gerät ist imstande, verschiedene Schwingungen im  
Bereich von 700 bis ca. 4000 cm-1 zu messen. Für die Charakterisierung von 
Oberflächen, Grenzflächen und dünnen Filmen kann z.B. die Messung mittels 
abgeschwächter Totalreflexion-Methode verwendet werden. [82]
Bei der Methode befindet sich die zu untersuchende Probe auf der Oberfläche eines 
Kristalls (z.B. Ge-Kristall) (siehe Abbildung 42).
Abbildung 42: Schematische Darstellung der Probe bei der FT-IR-Spektroskopie im ATR-Modus
[82]
Das Infrarotlicht wird in diesen Kristall gerichtet. Bei einem bestimmten Winkel, der 
größer als ein Grenzwinkel ist, tritt Totalreflexion auf. [83]
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Die nachstehende Abbildung veranschaulicht dieses Phänomen.
Abbildung 43: Schematische Darstellung des Prinzips der Totalreflexion. 
[82]
Der Strahl wird aufgrund der Totalreflexion durch den Kristall geleitet. An der 
Grenzfläche des Kristalls findet eine Wechselwirkung mit der Probe statt. Durch 
diese Wechselwirkung wird der IR-Strahl abgeschwächt. Es handelt sich hier um eine 
Absorption, die in Form eines Spektrums aufgenommen werden kann. [84]
Die Anwendung der Infrarotspektroskopie ermöglicht die Untersuchung der 
sekundären Proteinstruktur, also die Proteinkonformation. Die Proteinkonformationen 
unterscheiden sich durch bestimmte Schwingungsbanden, die sich anhand von 
Spektren leicht identifizieren und zuordnen lassen. Mit Hilfe dieser Spektroskopie 
kann unter anderem auch der Übergang zwischen den Konformationen festgestellt 
werden. So lassen sich die Strukturänderungen von Proteinen beweisen.
Im Jahre 2002 beschrieb D. L. Kaplan die Änderung der sekundären Proteinstruktur 
der natürlichen Raupenseide Bomby mori unter Einwirkung der Methanol/Wasser-
Mischung (90/10 v/v). [54]
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In Abbildung 44 ist das FT-IR Spektrum der elektrogesponnen Bombyx mori-
Seide/PEO-Mischung dargestellt.
Abbildung 44: FT-IR Spektrum der elektrogesponnenen Raupenseide/PEO-Mischung. 
[54]
Die durchgängige Linie: ohne Methanol/Wasser-Nachbehandlung.
Die Nichtdurchgängige Linie: nach der Methanol/Wasser-Nachbehandlung (90/10 v/v).
Aus der Abbildung 44 ist ersichtlich, dass die unbehandelte elektrogesponnene 
Bombyx mori-Seide zum größten Teil eine α- bzw. ungeordneten Proteinstruktur 
aufweist, die durch Amid I-Bande bei 1652 cm-1 und Amid II-Bande bei 1540 cm-1
gekennzeichnet ist. Die Nachbehandlung mit der Methanol/Wasser-Mischung (90/10 
v/v) ändert die sekundäre Proteinstruktur. Die Verschiebung der Amid I- (1627 cm-1
und 1621 cm-1) und Amid II-Banden (1523 cm-1 und 1513 cm-1) im Zuge der 
Nachbehandlung weisen auf die Umwandlung der α- bzw. ungeordneten in die β-
Struktur hin. [54]
Bei der Auswertung der Spektren ist insbesondere auf die Amid I- und Amid II-
Banden zu achten, deren Lage die sekundäre Proteinstruktur anzeigt. Die Tabelle 20
fasst die wichtigsten Daten zusammen.
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Tabelle 20: Konformationabhängigkeit der Lage verschiedener Amid-Banden von Proteinen.
[82]
(Wellenzahlen in cm-1; w (weak), schwache Absorption; st (strong), starke Absorption) 
Konformation Amid I Amid II
α-Helix 1650-1668 1545-1550
β-Faltblatt
parallele Ketten
1645 w
1630-1640 st
1520-1530
β-Faltblatt
antiparallele 
Ketten
1685-1690 w
1630-1640 st
1520-1530
Zufallsknäuel 1655 1520-1545
Laut Literatur weisen Proteine der natürlichen Spinnenseide eine stark ausgeprägte 
β-Faltblattstruktur auf. [31]
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6.3 Stabilisierung von elektrogesponnenen Nanofasern auf Proteinbasis gegen
wässrige Medien
6.3.1 Experimenteller Teil
6.3.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Die Lösungsmittel wurden ohne zusätzliche Aufreinigung und Verdünnung
verwendet. Die Lösungsmittel Aceton, Diethylether, Ethanol, Ethylacetat, Heptan, 2-
Propanol, Methanol und Toluol wurden von VWR bezogen. Die anderen 
Lösungsmittel wie Pentan und THF wurden von Merck bezogen. Die Herstellung von 
zu untersuchenden elektrogesponnenen Vliesen auf Alufolie erfolgte am DWI. Die 
Untersuchung der Fasern erfolgte elektronenmikroskopisch am REM S-3000N von
Hitachi.
Die auf Alufolie gesponnenen Vliese wurden mit den oben genannten Lösungsmitteln 
durch Auftragen auf ein Vlies behandelt, die anschließend bei RT verdampft wurden.
Nach dem Verdampfen des jeweiligen Lösungsmittels wurde ein Tropfen Wasser auf 
das Vlies aufgetragen. Das Verdampfen von Wasser erfolgte bei RT. Der 
Stabilisierungseffekt des jeweiligen Lösungsmittels wurde sowohl visuell als auch
mittels REM kontrolliert. Der Stabilisierungseffekt eines Lösungsmittels liegt vor, 
wenn die nachbehandelten Fasern durch Wassereinwirkung nicht zerstört werden.
Die Untersuchung der sekundären Proteinstruktur in elektrogesponnenen von R16-
bzw. R16-Arg8/PEO-Nanovliesen und deren Änderung wurde mit Hilfe des FT-IR-
Geräts der Firma Thermo Nicolet, Nexus 470 untersucht. Die FT-IR-Messungen zur 
Bestimmung der Proteinstruktur von Proteinvliesen wurden im Modus der 
abgeschwächten Totalreflexion (ATR) durchgeführt.
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6.3.2 Ergebnisse und Diskussion
Es stellte sich die Frage, ob die elektrogesponnenen Protein/Polymer-Fäden eine β-
oder eine α- bzw. ungeordnete Struktur aufweisen. Zur Analyse wurden Proteine 
chemisch mittels P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethyl-glycidylether)-(3,3), 
biologisch mittels ff.BSA, Proteinfragmenten und ff.BSA, und physikalisch mittels 
Temperatur und pH-Einwirkung stabilisiert. Die stabilisierten Lösungen wurden 
anschließend unter Zugabe von PEO versponnen. 
Zur Charakterisierung der Wasserstabilität von Nanofasern, wurden Vliese mit einem 
Topfen Wasser versetzt und bei RT inkubiert. Nach Verdampfen von Wasser wurden 
die Proben visuell und elektronenmikroskopisch untersucht. Die unten dargestellten 
Tabellen 21-23 und elektronenmikroskopischen Aufnahmen 45-61 und 68-91 fassen 
die Ergebnisse der Stabilisierung der R16- bzw.- R16-Arg8/PEO-Fasern mit 
verschiedenen Lösungsmitteln gegenüber Wasser zusammen. 
Unabhängig davon, ob der Proteinanteil der Fasern chemisch, biologisch oder 
physikalisch stabilisiert wurde, konnten Protein/Polymer-Nanofasern mit Methanol 
wasserunlöslich gemacht werden. 
Nanofasern auf Basis der mit Oligomer stabilisierten spinnenseidenähnlichen Proteine 
Die R16/PEO- und R16-Arg8/PEO-Fasern, deren Proteinanteil mit dem Oligomer 
P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3) stabilisiert wurde, 
wurden mit den in Abschnitt 6.3.1 genannten Lösemitteln behandelt. Danach wurde 
auf jede Probe jeweils ein Tropfen Wasser aufgetragen. Der Stabilisierungseffekt 
eines Lösungsmittels wurde visuell und elektronenmikroskopisch untersucht. Die 
Tabelle 21 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Tabelle 21: Wasserstabilisierung der oligomerstabilisierten R16/PEO-Fasern mit verschiedenen Lösungsmitteln.
Lösungsmittel Ergebnis 
Visuell REM
Aceton Aufgelöst Aufgelöst
Methanol Stabil Stabil
THF Aufgelöst Aufgelöst
Ethylacetat Aufgelöst Aufgelöst
Ethanol Stabil Stabil
2-Propanol Aufgelöst Aufgelöst
Heptan Aufgelöst Aufgelöst
Toluol Aufgelöst Aufgelöst
Diethylether Aufgelöst Aufgelöst
Interessanterweise kann 2-Propanol, obwohl es auch ein Alkohol ist, die Fasern nicht 
stabilisieren. Es liegt höchstwahrscheinlich an seiner Polarität, die im Vergleich zu 
Methanol und Ethanol geringer ist. Es wird die Tendenz festgestellt, dass weniger 
polare Stoffe keinen Stabilisierungseffekt aufweisen.
Die Abbildungen 45-53 stellen die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen 
Untersuchungen dar. Jedes elektronenmikroskopisches Bild stellt ein mit dem 
jeweiligen Lösungsmittel nachbehandeltes Protein/Polymer-Vlies dar. Dabei bezieht 
sich die Bezeichnung „+H2O“ auf eine mit einem Tropfen Wasser nachbehandelte 
Stelle, die Innenseite.
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Aceton nachbehandelt Methanol nachbehandelt THF nachbehandelt
+H2O +H2O +H2O
Ethylacetat nachbehandelt Ethanol nachbehandelt 2-Propanol nachbehandelt
+H2O +H2O +H2O
Heptan Toluol Diethylether
+H2O +H2O +H2O
Abbildungen 45-53: Stabilisierung der R16 /PEO-Fasern mit verschiedenen Lösungsmitteln gegenüber Wassereinwirkung.
+H2O –Wassernachbehandlung.
Die REM-Untersuchungen weisen bei den meisten Proben auf eine Auflösung der 
Fasern hin. Zwei von neun Lösungsmitteln sind offenbar imstande eine Stabilisierung 
der Fasern in Bezug auf ihre Wasserlöslichkeit hervorzurufen. Sowohl die Methanol-
als auch die Ethanol-Nachbehandlung stabilisieren die Fasern gegenüber Wasser.       
Die Abbildungen 54-55 und 56-57 zeigen die mit Methanol und Ethanol stabilisierten 
R16/PEO-Nanofasern. 
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Außenseite Innenseite (+H2O)
Abbildungen 54-55: REM-Aufnahmen von R16 /PEO-Fasern, Methanol-Nachbehandelt.
Links: Ohne Wassereinwirkung. Rechts: Nach Wassereinwirkung
Außenseite Innenseite (+H2O)
Abbildungen 56-57: REM-Aufnahmen von R16 /PEO-Fasern, Ethanol-Nachbehandelt.
Links: Ohne Wassereinwirkung. Rechts: Nach Wassereinwirkung
Sowohl die Außen- als auch Innenseite der Vliese wurden mit dem jeweiligen
Lösungsmittel nachbehandelt. Die rechten Abbildungen stellen die mit 
Wassernachbehandelte Innenseite dar. Die oben dargestellten REM-Aufnahmen mit 
einer stärkeren Vergrößerung beweisen den Erhalt der Struktur nach der Methanol-
bzw. Ethanol-Nachbehandlung. 
In Abbildungen 58-59 und 60-61 sind die mit Methanol und Ethanol stabilisierten R16-
Arg8/PEO-Nanofasern dargestellt. Die Innenseite stellt einen Bereich dar, der 
anschließend nach der Fasernstabilisierung mit einem Tropfen Wasser versetzt 
wurde. 
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Außenseite Innenseite (+H2O)
Abbildungen 58-59: REM-Aufnahmen von R16-Arg8 /PEO-Fasern, Methanol-Nachbehandelt.
Links: Ohne Wassereinwirkung. Rechts: Nach Wassereinwirkung
Außenseite Innenseite (+H2O)
Abbildungen 60-61: REM-Aufnahmen von R16-Arg8 /PEO-Fasern, Ethanol-Nachbehandelt.
Links: Ohne Wassereinwirkung. Rechts: Nach Wassereinwirkung
In Bezug auf die Stabilisierung von  Fasern auf Basis von R16-Arg8 wurde das gleiche 
Ergebnis wie im Falle von R16-Protein erzielt. Das mit Methanol- bzw. Ethanol 
nachbehandelte R16-Arg8/PEO-Vlies weist die Stabilität gegenüber Wasser auf. Die 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Innenseite belegen die Stabilität der 
Fasern gegenüber Wasser.
R16-Protein/Polymer-Vliese, deren Proteinanteil mit Hilfe eines polyglycidolbasierten 
OligomersP(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglycidyl-ether)-(3,3) stabili-
siert wurde, sind vor und nach einer Methanolnachbehandlung mittels FT-IR-
Spektroskopie untersucht worden. In Abbildung 62 ist das IR-Spektrum des mit 
Oligomer stabilisierten R16-Proteins ohne Methanolnachbehandlung dargestellt.
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Abbildung 62: FT-IR-Spektrum eines durch das Oligomer stabilisierten R16-Vlieses.
Die Ergebnisse der Untersuchung eines R16/PEO-Vlieses belegen das 
Vorhandensein einer α- bzw. ungeordneten Proteinstruktur, die durch Amid I-Bande 
bei 1653 cm-1 und Amid II-Bande bei 1543 cm-1 gekennzeichnet ist. 
Wie das FT-IR-Spektrum in Abbildung 63 zeigt, ändert sich die sekundäre 
Proteinstruktur des R16-Proteins bei einer Methanol-Nachbehandlung. Die messbare 
Verschiebung der Absorptions-Maxima der Amid-Banden macht die Umwandlung 
deutlich. Es ist jedoch auch in dem Fall festzustellen, dass die Strukturänderung 
unvollständig ist. Ein kleiner Anteil der α-Struktur ist durch eine entsprechende 
Schulter belegbar.
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Abbildung 63: FT-IR-Spektrum eines durch das Oligomer stabilisierten R16-Vlieses,
Nachbehandelt mit MeOH.
Durch die gemeinsame Darstellung der zwei Spektren in Abbildung 64 die 
Strukturänderung anschaulich dargestellt werden.  Die Lage der Schulter entspricht 
genau der Position, die einer α- bzw. ungeordneten Struktur zuzuordnen ist. 
Abbildung 64: FT-IR-Spektrum eines durch das Oligomer stabilisierten R16-Vlieses ± Methanol-Nachbehandlung.
Schwarz: ohne Nachbehandlung
Rot: mit Methanol-Nachbehandlung
Die noch nicht Methanol nachbehandelte R16-Arg8/PEO-Fasern, deren Proteinanteil 
mit einem synthetischen Oligomer stabilisiert wurde, weisen ebenfalls keine β-
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Proteinstruktur auf, wie dem IR-Spektrum in Abbildung 65 zu entnehmen ist. Die 
Amid-Banden bei 1653 cm-1 und 1543 cm-1 deuten auf eine α- oder ungeordnete 
Struktur hin.     
Abbildung 65: FT-IR-Spektrum eines durch das Oligomer stabilisierten R16-Arg8-Vlieses.
Das in Abbildung 66 dargestellte Spektrum belegt die unvollständige Umwandlung 
der Sekundärstruktur des R16-Arg8-Proteins im Zuge der Methanol-Nachbehandlung 
Abbildung 66: FT-IR-Spektrum eines durch das Oligomer stabilisierten R16-Arg8-Vlieses,
Nachbehandelt mit MeOH.
Die durchgeführte Methanol-Nachbehandlung ruft die erwartete Strukturänderung 
hervor. Die dazugehörigen Maxima der Amid I und Amid II-Banden (1625 cm-1 und
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1527 cm-1) lassen sich zweifelsfrei einer β-Proteinstruktur zuordnen. Allerdings findet 
auch hier keine vollständige Transformation statt. 
Der in Abbildung 67 dargestellte Vergleich der beiden Spektren zeigt sowohl die 
stattfindende Änderung der Proteinstruktur als auch die Zugehörigkeit der „Schulter“ 
zu der α- oder ungeordneten Struktur.
Abbildung 67: FT-IR-Spektrum eines durch das Oligomer stabilisierten R16-Arg8-Vlieses ± Methanol-Nachbehandlung.
Schwarz: ohne Nachbehandlung
Rot: mit Methanol-Nachbehandlung                                                                          
Nanofasern auf Basis der mit Arginin stabilisierten spinnenseidenähnlichen Proteine
Die R16/PEO-Nanofasern, deren Proteinanteil mit der Aminosäure Arginin stabilisiert 
wurde, weisen primär keine Wasserstabilität auf. Zwecks Stabilisierung gegenüber 
Wasser wurden die Nanofasern mit den in Abschnitt 6.3.1 genannten Lösungsmitteln 
behandelt. Danach wurde auf jede Probe jeweils ein Tropfen Wasser aufgetragen. 
Der Stabilisierungseffekt eines Lösungsmittels wurde visuell und 
elektronenmikroskopisch untersucht.
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Die nachstehende Tabelle 22 fasst die Ergebnisse der Auflösungsversuche 
zusammen.
Tabelle 22: Stabilisierung der R16/PEO-Fasern mit verschiedenen Lösungsmitteln.
Lösungsmittel Ergebnis 
Visuell REM
Aceton Aufgelöst Aufgelöst
Methanol Stabil Stabil
THF Aufgelöst Aufgelöst
Ethylacetat Aufgelöst Aufgelöst
Ethanol Aufgelöst Aufgelöst
2-Propanol Aufgelöst Aufgelöst
Heptan Aufgelöst Aufgelöst
Toluol Aufgelöst Aufgelöst
Diethylether Aufgelöst Aufgelöst
Im Gegensatz zu den mit Hilfe von Oligomer P(Phenylglycidylether)-block-
P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3) stabilisierten Fasern konnten diese Fasern 
durch die Nachbehandlung mit Ethanol nicht stabilisiert werden. 
In Abbildungen 68-76 sind die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der mit 
jeweiligem Lösungsmittel nachbehandelten R16/PEO-Fasern dargestellt. Der 
anschließend mit einem Tropfen Wasser versetzte Bereich (Innenseite) ist durch die 
Bezeichnung „+H2O“ gekennzeichnet.
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Aceton nachbehandelt Methanol nachbehandelt THF nachbehandelt
+ H2O +H2O +H2O
Ethylacetat nachbehandelt Ethanol nachbehandelt 2-Propanol nachebhandelt
+ H2O +H2O +H2O
Heptan nachbehandelt Toluol nachbehandelt Diethylether nachbehandelt
+H2O +H2O +H2O
Abbildungen 68-76: Stabilisierung der R16/PEO-Fasern mit verschiedenen Lösungsmitteln gegenüber Wassereinwirkung.
+H2O – Wasserbehandlung.
Die unten dargestellten Abbildungen 77 und 78 zeigen die 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der mit Methanol nachbehandelten R16/PEO-
Fasern. Die Innenseite repräsentiert den Bereich, auf den anschließend ein Tropfen 
Wasser aufgetragen wurde. 
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Außenseite Innenseite (+H2O)
Abbildungen 77 und 78: REM-Aufnahmen von R16/PEO-Fasern, Methanol-Nachbehandelt.
Links: Ohne Wassereinwirkung. Rechts: Nach Wassereinwirkung
Visuell war festzustellen, dass die Methanol-Nachbehandlung eine stabilisierende 
Wirkung zeigt. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen belegen den durch 
Methanol hervorgerufenen Stabilisierungseffekt. Die anschließende 
Wasserbehandlung der mit Methanol stabilisierten R16/PEO-Fasern führte nicht zu 
deren Auflösung. Die R16/PEO-Fasern, deren Proteinanteil mir Arginin stabilisiert 
wurde, konnten nur mit Methanol gegenüber Wasser erfolgreich stabilisiert werden. 
Nanofasern auf Basis der physikalisch stabilisierten spinnenseidenähnlichen Proteine
Des Weiteren wurden auch die R16/PEO-Fasern, deren Proteinanteil mit Hilfe der 
physikalischen Einwirkungen wie pH und Temperatur stabilisiert wurde, untersucht.
Diese Fasern wurden mittels in der Tabelle 23 angegebener Lösungsmittel
nachbehandelt und anschließend jeweils mit einem Tropfen Wasser versetzt. Nach 
dem Verdampfen von Wasser wurden die Proben visuell und 
elektronenmikroskopisch untersucht.
In der Tabelle 23 sind die Ergebnisse der Untersuchung für R16/PEO-Fasern 
zusammengefasst. 
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Tabelle 23: Stabilisierung der physikalisch-stabilisierten R16/PEO-Fasern mit verschiedenen Lösungsmitteln.
Lösungsmittel Ergebnis 
Visuell REM
Aceton Aufgelöst Aufgelöst
Methanol Stabil Stabil
THF Aufgelöst Aufgelöst
Ethylacetat Aufgelöst Aufgelöst
Ethanol Aufgelöst Aufgelöst
2-Propanol Aufgelöst Aufgelöst
Heptan Aufgelöst Aufgelöst
Toluol Aufgelöst Aufgelöst
Pentan Aufgelöst Aufgelöst
Sowohl visuell als auch mittels REM konnte eine Stabilisierung der R16/PEO-Fasern
gegenüber Wasser durch Methanol festgestellt werden. Exakt die gleichen 
Ergebnisse wurden auch für die R16-Arg8-Fasern erzielt. Die nachstehenden 
mikroskopischen Aufnahmen präsentieren die Ergebnisse der Versuche. 
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Aceton nachbehandelt Methanol nachbehandelt THF nachbehandelt
+H2O +H2O +H2O
Ethylacetat Ethanol 2-Propanol
+H2O +H2O +H2O
Heptan nachbehandelt Toluol nachbehandelt Pentan nachbehandelt
Abbildungen 79-87: Stabilisierung der physikalisch-stabilisierten R16/PEO-Fasern mit verschiedenen Lösungsmitteln
gegenüber Wassereinwirkung . +H2O – Wasserbehandlung.
Die Methanol-Nachbehandlung hat sich in diesem Fall als eine verlässliche Methode 
zur Stabilisierung der Fasern erwiesen. Die unten dargestellten 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen 88-91 mit höherer Vergrößerung beweisen 
den Erhalt der Fasernstruktur nach der Wassereinwirkung (Innenseite).
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Außenseite Innenseite (+H2O)
Abbildungen 88 und 89: REM-Aufnahmen von R16/PEO-Fasern, Methanol-Nachbehandelt.
Links: Ohne Wassereinwirkung. Rechts: Nach Wassereinwirkung
Der gleiche Effekt wird durch die Methanol-Nachbehandlung bei R16-Arg8/PEO-
Fasern erreicht. Die unten dargestellten Abbildungen 90 und 91 stellen
elektronenmikroskopische Aufnahmen belegen das Vorhandensein von Fasern nach 
der Inkubation mit Wasser (Innenseite) dar.
Außenseite                          Innenseite (+H2O)
Abbildungen 90 und 91: REM-Aufnahmen von R16-Arg8 /PEO-Fasern, Methanol-Nachbehandelt.
Links: Ohne Wassereinwirkung. Rechts: Nach Wassereinwirkung
Die Nanofasern auf Basis der physikalisch-stabilisierten Proteine enthalten keine 
zusätzlichen natürlichen oder synthetischen Stabilisatoren, die die Ausbildung der 
Sekundärstruktur beeinflussen und somit die Lage der Peaks ändern könnten.
Jedoch werden in den IR-Spektren von R16/PEO-Fasern fast die gleichen 
Bandenlagen festgestellt, die auch bei der Anwendung von anderen 
Stabilisierungsmethoden bestimmt wurden. Die Abbildung 92 stellt das IR-Spektrum 
des R16/PEO-Vlieses dar, aus dem die sekundäre Struktur des Proteinteils ersichtlich
wird. Die Maxima der Amid-Banden bei 1652 cm-1 und 1542 cm-1 deuten auf die 
Existenz einer α- bzw. ungeordneten Struktur hin.
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Abbildung 92: FT-IR-Spektrum eines physikalisch  stabilisierten R16-Vlieses.
Das o.g. Vlies wird mit Methanol nachbehandelt. Die Abbildung 93 zeigt das 
Spektrum des mit Methanol nachbehandelten R16-Proteins. Dementsprechend ändert 
sich seine Sekundärstruktur, was beim Vergleich mit dem vorherigen Spektrum leicht 
festzustellen ist. Die Peaks Maxima von 1625 cm-1 für die Amid I und 1525 cm-1 für 
die Amid II-Bande gehören eindeutig einer β-Struktur an. Trotzdem ist die 
Umwandlung unvollständig, was anhand einer zusätzlichen Schulter zu sehen ist. 
Abbildung 93: FT-IR-Spektrum eines physikalisch  stabilisierten R16-Vlieses,
Nachbehandelt mit MeOH.
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Der Vergleich einer unbehandelten und einer Methanol-nachbehandelten Probe 
ergibt, dass die Sekundärstruktur durch eine Nachbehandlung zum größten Teil
geändert werden konnte. Zwei übereinander gelegte Spektren auf der Abbildung 94
veranschaulichen die Strukturveränderung.
Abbildung 94: FT-IR-Spektrum eines physikalisch  stabilisierten R16-Vlieses ± Methanol-Nachbehandlung.
Schwarz: ohne Nachbehandlung
Rot: mit Methanol-Nachbehandlung
Das R16-Arg8-Protein kann ebenfalls physikalisch stabilisiert und mit PEO 
versponnen werden. Die Abbildung 95 stellt das entsprechende IR-Spektrum dar.
Abbildung 95: FT-IR-Spektrum eines physikalisch  stabilisierten R16-Arg8-Vlieses.
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Die IR-Analyse bestätigt die Annahme, dass das Protein eine α- oder ungeordnete 
Struktur besitzt. Die Amid I und II –Banden bei 1654 cm-1und 1542 cm-1 entsprechen 
dieser Art der Sekundärstruktur. Die Strukturänderung des R16-Arg8-Proteins nach 
Methanol-Nachbehandlung zeigt die Abbildung 96. 
Abbildung 96: FT-IR-Spektrum eines physikalisch  stabilisierten R16-Arg8-Vlieses,
Nachbehandlung mit MeOH.
Die Nachbehandlung mit Methanol ruft überraschenderweise eine relativ schwache 
Strukturänderung hervor. Die Maxima von Peaks befinden sich bei 1650 cm-1 und 
1536 cm-1. Die in Spektrum erkennbare Schulter weist auf einen sehr geringeren 
Anteil an β-Struktur hin. 
Der direkte Vergleich von zwei Spektren in Abbildung 97 macht die geringe 
Verschiebung der Peaks- Maxima deutlich.
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Abbildung 97: FT-IR-Spektrum eines physikalisch stabilisierten R16-Arg8-Vlieses ± Methanol-Nachbehandlung.
Schwarz: ohne Nachbehandlung
Rot: mit Methanol-Nachbehandlung
Interessanterweise verhält sich das R16-Arg8-Protein im Falle der physikalischen 
Stabilisierung anders als R16-Protein. Obwohl die beiden Proteine nach dem 
Verspinnen die gleiche sekundäre Struktur aufweisen, tritt bei R16 eine viel stärkere 
Strukturumwandlung nach einer Methanol-Nachbehandlung auf. Eine mögliche 
Ursache könnten die geladenen Arginin-Einheiten sein, die bei R16-Arg8 eine andere 
Proteinkonformation hervorrufen als bei R16. Diese Konformation hat möglicherweise 
eine schwächere Wechselwirkung mit Methanol und lässt sich folglich kaum 
verändern.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass abs. Methanol ein für alle getesteten 
Fasern geeignetes Stabilisierungsmittel ist. Lediglich im Falle von Oligomer-
stabilisierten Proteinanteilen der Protein/Polymer-Nanofasern kann eine 
Wasserunlöslichkeit neben der Stabilisierung mit Methanol durch die 
Nachbehandlung mit abs. Ethanol erreicht werden. 
Die Wasserstabilisierung der Nanofasern ist eine wichtige Voraussetzung, um sie 
z.B. als Wirkstofffreisetzungssysteme zu verwenden. 
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6.4 Abbaubarkeit von Vliesen und Filmen aus spinnenseidenähnlichen 
Proteinen
6.4.1 Stand der Forschung
Bei der Bewertung der Abbaubarkeit und Argininfreisetzung aus den Methanol-
nachbehandelten Fliesen sind vor allem die Konzentrationen für L-Arginin (Arg) und 
Ornithin (Orn) von Interesse, da sie für die designierte Anwendung relevant sind und 
direkt ineinander überführt werden können (Abbildung 98).
Abbildung 98: Reaktionsschema des enzymatischen Abbaus von L-Arginin zu Ornithin und Harnstoff. [85]
Ornithin ist in der Wundheilung der Ausgangspunkt für die Synthese von weiteren 
Polyaminen, die z.B. die Zellproliferation begünstigen. Die weitere und 
entscheidende Abbaumöglichkeit von Arginin ist die NO-Synthese (Abbildung 99). 
NO-Moleküle haben ein Einfluss auf die Kollagen-Bildung, die Angiogenese und die 
antibakterielle Wirkung. [85]
Abbildung 99: Reaktionsschema des enzymatischen Abbaus von L-Arginin zu L-Citrullin und NO.
[85]
Das unten dargestellte Schema zeigt einen Ausschnitt der Stoffwechselwege von 
Arginin und Ornithin. Anzumerken ist, dass die Aminosäure L-Prolin für die Bildung 
von Kollagen essentiell ist. Es konnte dargelegt werden, dass die Zugabe von Arginin 
die Kollagensynthese beschleunigen und die Zeit der Wundheilung verkürzen      
kann. [86, 87, 88]
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Abbildung 100: Schematische Darstellung des L-Arginin Metabolismus. 
[85]
Inwieweit der eine oder der andere Stoffwechselweg die Wundheilung stark 
beeinflusst ist nicht eindeutig geklärt. Versuche mit Knockout-Mäusen sprechen aber 
dafür, dass eine Steigerung der Kollagensynthese durch das NO-Molekül 
hervorgerufen werden kann [15, 47, 48, 89] Unter anderem ist bekannt, dass die in den 
Wunden befindlichen aktiven Makrophagen eine relativ starke Arginasesekretion 
besitzen. In Folge dessen nimmt die  Konzentration an L-Arg in diesem Milieu ab. 
Dauerhafter Mangel an Arginin führt zur Verlangsamung der NO-Synthese und der 
damit verbundenen Wundheilung. Eine lokale Bereitstellung von L-Arg würde die 
Synthese von NO beschleunigen und den Wundheilungsprozess positiv 
beeinflussen. [90]
6.4.2 Experimenteller Teil
6.4.2.1 Verwendete Materialien und Geräte
Die verwendeten Proteinfilme und Proteinvliese aus spinnenseidenähnlichen 
Proteinen R16 und R16-Arg8 wurden jeweils in DWI an der RWTH e.V. und von der 
BASF SE hergestellt.Die Hank‘s-Lösung (Hanks’ Balanced Salt Solution) wurde bei 
Sigma Aldrich und die Matrix-Metalloproteinasen MMP-2 (> 90%, Aktivität > 1000 
µmol/min/g), MMP-8 (> 90%, Aktivität > 250 µmol/min/g), MMP-9 (> 95%, Aktivität > 
1300µmol/min/g), MMP-12 (> 95%, Aktivität > 500 µmol/min/g), MMP-13 (> 95%, 
Aktivität > 2000 µmol/min/g) bei R&D Systems bezogen.
Natürliche Wundexsudate wurden von der Uniklinik Aachen zur Verfügung gestellt.
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6.4.2.2 Abbaubarkeit von Proteinfilmen mittels ausgewählten Matrix-Metallo-
proteinasen
Eine 15 % (m/v) R16- und R16-Arg8-Lösung (jeweils 300 mg Protein) in 6M GdnSCN 
wurde physikalisch stabilisiert. Anschließend wurde mit 1M HCl und festem NaOH
auf pH 7 eingestellt. Auf Petrischalen wurden Filme der Proteinlösungen gegossen, 
die eine Stunde bei 37°C und über Nacht bei Raumtemperatur getrocknet wurden. 
Eine eisgekühlte Enzymmischung mit ausgewählten Matrix-Metalloproteinasen 
(MMP’s) wurde folgendermaßen vorbereitet. Zunächst wurden Stammlösungen mit 
einer Konzentration von 5 µg/mL hergestellt. Für die Mischung wurden die 
Stammlösungen so pipettiert, dass die in Tabelle 24 zusammengefassten
Konzentrationen vorlagen.
Tabelle 24: Zusammensetzung der Enzymmischung aus Matrix-Metalloproteinasen.
Enzym Konzentration / µg mL-1
MMP-2 0.2
MMP-8 1.0
MMP-9 0.4
MMP-12 0.4
MMP-13 0.2
Jeweils vier mL der Enzymmischung wurden auf die Filme gegeben. Diese wurden in 
geschlossen Gefäßen bei 37°C gelagert. Die Probennahme (1 mL) für die
Aminosäureanalyse erfolgte nach 1 bzw. 24 Stunden. Bis zur Analyse wurden die 
Proben bei 4°C unter Lichtausschluss  gelagert.
6.4.2.3 Abbaubarkeit von Proteinfilmen durch natürliche Wundexsudate
Es wurden R16- und R16-Arg8-Lösungen physikalisch stabilisiert (Kap. 5) und 
anschließend mit 1M HCl auf pH 7 eingestellt. Auf Petrischalen wurden Filme der 
Proteinlösungen gegossen, die einige Stunden bei 37°C und über Nacht bei 
Raumtemperatur getrocknet wurden. Die getrockneten Proteinfilme wurden mit 1 mL 
bzw. 0.7 mL des natürlichen Wundexsudats aus einer chronischen Wunde
behandelt. In der Tabelle 25 sind die Bedingungen des Versuches 
zusammengefasst.
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Tabelle 25: Zusammensetzung der Proben zur Erforschung der Proteinabbaubarkeit.
Proteinfilm Masse
[g]
Einwirkung
[Std.]
Volumen der Probe
[mL]
R16 0.242 1
18
1
0.7
R16-Arg8 0.255 1
18
1
0.7
Die entnommenen Proben wurden bis zur Analyse bei 4°C unter Lichtausschluss 
gelagert. 
6.4.2.4 Abbaubarkeit von aus Ameisensäure gesponnenen Proteinvliesen durch 
natürliche Wundexsudate
Es wurden jeweils 200 mg aus Ameisensäure elektrogesponnene R16- und R16-Arg8-
Vliese in Petrischalen gegeben. 
Eisgekühlte Wundexsudate (A, B, C, D, E) von jeweils drei akuten (B, C, E) und zwei
chronischen Wunden (A, D) wurden mit einem Papierfilter (VWR, 415, Abtrennung > 
10 – 12 µm) gefiltert und ebenfalls gekühlt. Eine Probe des R16-Vlieses wurde mit 
sechs mL gefiltertem Wundexsudat einer chronischen Wunde behandelt, während 
die zweite Probe des R16-Vlieses mit sechs mL gefiltertem Wundexsudat einer
akuten Wunde versetzt wurde. Analog wurde mit zwei Proben der R16-Arg8-Vliese 
verfahren. Die Petrischalen wurden geschlossen und bei 37°C gelagert. Die 
Probennahme (1 mL) für die Aminosäureanalyse erfolgte nach 1 bzw. 24 Stunden. 
Bis zur Analyse wurden die Proben bei 4°C unter Lichtausschluss gelagert.
6.4.2.5 Abbaubarkeit von aus Wasser gesponnenen Proteinvliesen durch 
natürliche Wundexsudate
Es wurden jeweils ca. 200 mg aus Wasser elektrogesponnene R16- und R16-Arg8-
Vliese in Petrischalen gegeben.
Gekühltes Wundexsudat von einer akuten Wunde wurde mit einem Papierfilter 
(VWR, 415, Abtrennung > 10 – 12 µm) gefiltert und ebenfalls gekühlt. Sowohl zu R16-
als auch R16-Arg8-basiertem Vlies wurde abs. Methanol zugegeben. Die 
Einwirkungszeit betrug eine Minute. Nach dem vollständigen Entfernen von Methanol 
wurden die Vliese mit vier mL gefiltertem Wundexsudat behandelt. Die Petrischalen 
wurden geschlossen und bei 37°C gelagert. Die Probennahme (0.7 bzw. 1 mL) für 
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die Aminosäureanalyse erfolgte nach 30 min. und 24 Stunden. Bis zur Analyse 
wurden die Proben bei 4°C unter Lichtausschluss gelagert
6.4.2.6 Untersuchung der Arg-Freisetzung und Abbaubarkeit der Proteine mittels   
Aminosäureanalyse
Die Abbaubarkeit der Proteinfilme und Vliese wurde mit einem Aminosäureanalysator 
(Pharmacia LKB Alpha Plus) untersucht. Die Proben wurden mit Lithiumcitrat-Puffer 
pH 2 im Verhältnis 1:2 verdünnt und zentrifugiert. Der Überstand dieser Lösung 
wurde auf die Säule aufgegeben (Probenvolumen 0.05 mL). Der schematische 
Aufbau des Aminosäureanalysators ist in Abbildung 101 ersichtlich.
Abbildung 101: Schematischer Aufbau des Aminosäureanalysators. 
[91]
Als Eluenten wurden Lithiumcitrat-Puffer mit verschiedenen pH-Werten und 
Ionenstärken bei steigenden Temperaturen stufenweise eingesetzt. 
Die Tabelle 26 stellt die Parameter und Eluentzusammensetzung dar.
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Tabelle 26: Eluentzusammensetzung der Aminosäureanalyse.
Puffer pH c(Li+) / mol L-1 T / °C t / min
A 2.80 0.20 34 9
B 3.00 0.30 34 24.5
C 3.15 0.50 34(1); 66(2) 17(11); 11(2)
D 3.45 0.90 66 20
E 3.55 1.65 66(1); 80(2) 35(1); 8.5(2)
c(Li+) = Konzentration der Li+-Ionen, T = Temperatur, t = Elutionszeit.
Durch die Ninhydrin-Reaktion wurden die Aminosäuren bei 135°C quantitativ erfasst. 
Mittels eines an den UV/Vis-Detektor angeschlossenen Computers wurde das 
Chromatogramm aufgenommen. Abschließend wurde die Säule mit Puffer F (0.2 N 
Lithiumhydroxyd) bei 80°C regeneriert und mit Puffer A äquilibriert.
6.4.3 Ergebnisse und Diskussion
Die Abbaubarkeit der rekombinanten Spinnenseidenproteine ist im Hinblick auf ihre 
Anwendung als Wundauflage von Bedeutung. Die Behandlung von R16- und R16-
Arg8-Filmen mit ausgewählten Enzymen wurde hierbei untersucht. Ebenfalls wurden 
aus Ameisensäure elektrogesponnene Vliese beider Proteine mit akuten und 
chronischen Wundexsudaten behandelt und mittels Aminosäureanalyse auf ihre 
Abbaubarkeit überprüft.
6.4.3.1 Abbaubarkeit von Proteinfilmen mittels ausgewählten Matrix-Metallo-
proteinasen
Die Proteine wurden physikalisch stabilisiert, damit keine zugesetzten Stabilisatoren 
die Aminosäureanalyse beeinflussen. In Abbildung 102 sind die getrockneten 
Proteinfilme vor und nach der Enzymbehandlung zu erkennen.
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Abbildung 102: R16- bzw. R16-Arg8-Proteinfilme.
Links: Vor der Enzymbehandlung. Rechts: Nach der Enzymbehandlung.
Visuell sind keine deutlichen Veränderungen der Filme vor und nach der 
Enzymbehandlung sichtbar. Die durchgeführte Aminosäureanalyse sollte den Abbau 
von Proteinfilmen bestätigen bzw. ausschließen. 
Die in Abbildungen 103-107 dargestellten Spektren fassen die Ergebnisse der 
Aminosäureanalyse zusammen.     
Als Referenzprobe wird die aus mehreren Metallo-Proteinasen bestehende Probe
eingesetzt. In Abbildung 103 ist die Aminosäureanalyse der Referenzprobe 
dargestellt.
Abbildung 103: A/s-Analyse der Referenzprobe
Wie zu erwarten, werden in der frisch vorbereiteten Enzymmischung keine 
nennenswerte Anteile an freien Aminosäuren gefunden.
Die Enzymbehandlung erfolgte, wie beschrieben, innerhalb von einer und 24 
Stunden. Unmittelbar nach der Behandlung wurden die Proben auf das 
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Vorhandensein von freien Aminosäuren mittels Aminosäureanalyse untersucht und 
anschließend mit der Referenzprobe verglichen.
Abbildung 104: A/s-Analyse von R16-Film, 1 Std. Abbildung 105: A/s-Analyse von R16-Film, 24 Std.
Abbildung 106: A/s-Analyse von R16-Arg8-Film, 1 Std. Abbildung 107: A/s-Analyse von R16-Arg8-Film, 24 Std.
Der Abbau der Proteinfilme durch die ausgewählten MMP’s war nicht erfolgreich. Die 
aufgenommenen Spektren der Proben nach einer Stunde und 24 Stunden wiesen 
keine freigesetzten Aminosäuren auf. Die Peaks vor der Elutionszeit von 10 Minuten 
konnten keinen bekannten Verbindungen zugeordnet werden. Bei 89 Minuten eluiert 
der Ammoniak-Peak, welcher stets als Verunreinigung zu finden ist
Die ausgewählten MMP’s sind vermutlich nicht geeignet, die Peptidbindungen der 
Proteine R16 und R16-Arg8 in den Filmen zu spalten. Es ist jedoch zu vermuten, dass
andere Enzyme die Proteinfilme abbauen könnten.
6.4.3.2 Abbaubarkeit von Proteinfilmen durch natürliche Wundexsudate
Genauso wie für den oben beschriebenen Versuch wurden auch hier die Proteine 
physikalisch stabilisiert. Die dadurch erhaltenen Dispersionen wurden anschließend 
in Petrischalen bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Es bildet sich ein Film.
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Vor dem Abbauversuch wird der Gehalt an freien Aminosäuren in der Referenzprobe 
bestimmt. Als Referenzprobe wird ein natürliches Wundexsudat aus einer 
chronischen Wunde eingesetzt. Die Abbildung 108 und Tabelle 27 stellen das 
Aminosäurespektrum und die Zusammensetzung des natürlichen Wundexsudates
aus einer chronischen Wunde dar (Referenzprobe „A“). 
Tabelle 27: Konzentrationen des 
Arginins und Ornithins in der 
Referenzprobe „A“
Abbildung 108: A/s-Analyse des Wundexsudates aus einer
chronischen Wunde, Referenzprobe „A“.
Außer bekannten Peaks wurden auch zahlreiche neue unbekannte Peaks entdeckt, 
die jedoch nicht identifiziert werden konnten. 
In Abbildung 109 sind zwei, 18 Stunden mit Wundexsudat behandelte Proteinfilme zu 
sehen.
Abbildung 109: Mit Wundexsudat behandelte R16- und R16-Arg8-Filme nach 18 Stunden.
Arginin
[g/100g]
Ornithin
[g/100g]
2.946 2.612
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Wie festzustellen ist, wird der R16-Arg8-Film möglicherweise stärker als der R16-Film 
vom Wundexsudat angegriffen und zerfällt anschließend in Bruchstücke. Der R16-
Proteinfilm quillt stark, behält aber seine Struktur.
Die anschließend durchgeführte Aminosäureanalyse sollte die Annahme über den 
unterschiedlichen Proteinabbau durch Wundexsudate charakterisieren.
Die unten dargestellten Abbildungen 110 und 111 zeigen beispielhaft die Spektren 
der A/s-Analyse des Wundexsudats nach der Inkubation des R16-Filmes. Die 
Tabellen 28 und 29 präsentieren die Konzentrationen der Aminosäuren Arginin und 
Ornithin im Wundexsudat nach der Inkubation des R16-Filmes. 
Tabelle 28: Konzentrationen des Arginins und 
Ornithins im Wundexsudat nach einer Stunde der  
Inkubation des R16-Filmes.
Abbildung 110: A/s-Analyse des Wundexsudates nach 
1 Stunde der Inkubation des R16-Filmes.
Tabelle 29: Konzentrationen des Arginins und 
Ornithins im Wundexsudat nach 1 und 18 Stunden    
Der Inkubation des R16-Filmes.
Abbildung 111: A/s-Analyse des Wundexsudates nach 
18 Stunden der Inkubation des R16-Filmes.
Probe Arginin
[g/100g]
Ornithin
[g/100g]
Referenz
Wundexsudat 
„A“
2.946 2.612
R16
1 Std. 3.635 3.038
Probe Arginin
[g/100g]
Ornithin
[g/100g]
Referenz
Wundexsudat 
„A“
2.946 2.612
R16
1 Std. 3.635 3.038
R16
18 Std. 0.000 6.268
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Aus den Spektren und dazugehörigen Werten ist zu erkennen, dass die 
Konzentration der Aminosäuren Arginin und Ornithin schon nach einer Stunde steigt.
Die Konzentration an Arginin und Ornithin steigt gleichzeitig, was durch eine parallel 
stattfindende Umwandlung von Arginin in Ornithin zu erklären ist. Nach 18 Stunden 
stellt man eine starke Zunahme an Ornithin fest, wobei die Aminosäure Arginin nicht 
mehr identifizierbar ist.
Es deutet sowohl auf die oben genannte Umwandlung als auf den abnehmenden
Abbau von Arginin hin. Die Tabelle 30 stellt die Konzentration der Aminosäuren 
Arginin und Ornithin im Wundexsudat nach einer und 18 Stunden der Inkubation des 
R16-Arg8-Filmes dar. Die Spektren sind in Abbildungen 164 und 165 im Anhang 
dargestellt.
Tabelle 30: Konzentrationen des Arginins und
Ornithins im Wundexsudat nach 1 und 18 Stunden
der Inkubation des R16-Arg8-Filmes.
Interessanterweise ist nach einer Stunde eine Abnahme an Arginin und eine stärkere
Zunahme an Ornithin als im Fall des Abbaus von R16-Protein festzustellen. Die 
Verringerung der Argininkonzentration um 0.439 Einheiten kann die Zunahme an 
Ornithinkonzentration in Höhe von 0.785 Einheiten alleine durch Umwandlung nicht 
erklären. Der Grund dafür sollte ein weiterer Proteinabbau sein,  währenddessen 
zusätzliches Arginin aus dem R16-Arg8-Protein freigesetzt und in Ornithin 
umgewandelt wird. Genauso wie bei R16 konnte nach 18 Stunden auch im Falle von 
R16-Arg8 kein Arginin mehr nachgewiesen werden. Dabei steigen die Werte von 
Ornithin um mehr als das Zweifache. In der Tabelle 31 sind die Werte der 
Aminosäureanalysen noch einmal zusammengefasst.
Probe Arginin
[g/100g]
Ornithin
[g/100g]
Referenz
Wundexsudat 
„A“
2.946 2.612
R16-Arg8
1 Std. 2.507 3.397
R16-Arg8
18 Std. 0.000 8.796
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Tabelle 31: Zusammenfassung der Ergebnisse von Abbau der Proteinfilme durch natürliche Wundexsudate.
Referenzprobe
Wundexsudat „A“
R16
1 Std.
R16
18 Std.
R16-Arg8
1 Std.
R16-Arg8
18 Std.
Arginin
[g/100g] 2.946 3.635 0.000 2.507 0.000
Ornithin
[g/100g] 2.612 3.038 6.268 3.397 8.796
Zusammengefasst lässt sich sagen, dass anhand von in der Tabelle 31 dargestellten 
Werten eine stärkere Abbaubarkeit und damit verbundene Argininfreisetzung beim 
R16-Arg8 zu beobachten ist. Unter anderem untermauert das Ergebnis die Hypothese, 
nach der die Wundexsudate imstande sein sollen, Filme aus spinnseidenähnlichen 
Proteinen anzugreifen. Die Zunahme an Arginin- und Ornithinkonzentration ist ein 
klares Signal für den Proteinabbau. 
Es ist auch zu berücksichtigen, dass sowohl Arginin als auch Ornithin in andere
Substanzen umgewandelt werden können (Abbildung 100). Die Identifizierung dieser
Substanzen war aber nicht Gegenstand dieser Arbeit.
6.4.3.3 Abbaubarkeit von aus Ameisensäure gesponnenen Proteinvliesen durch 
natürliche Wundexsudate
Für die Abbaubarkeitsuntersuchungen von aus Ameisensäure gesponnenen 
Proteinvliesen wurden aus Ameisensäure gesponnene R16- und R16-Arg8-Vliese von 
der BASF SE verwendet. Aus REM-Aufnahmen ist zu entnehmen, dass das R16-Vlies 
aus homogenen Fasern besteht, deren Durchmesser zwischen 100 nm und 400 nm 
liegt (Abbildung 112). 
Abbildung 112: R16-Vlies aus Ameisensäure. Links: 1500-fache Vergrößerung. 
Rechts: 6000-fache Vergrößerung.
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In Abbildung 113 sind die elektronenmikroskopischen Aufnahmen des R16-Arg8-
Vlieses dargestellt. Im Falle des R16-Arg8-Vlieses sind deutlich mehr Beads zu 
erkennen. Die Fasern weisen einen Durchmesser zwischen 170 nm und kleiner als 
100 nm auf.
Abbildung 113: R16-Arg8-Vlies aus Ameisensäure. Links: 1500-fache Vergrößerung. 
Rechts: 6000-fache Vergrößerung.
Die Abbaubarkeit der oben dargestellten Vliese wurde mittels einer Behandlung mit 
akuten und chronischen Wundexsudaten untersucht. Hierbei wurden vor allem die 
Werte für Arginin und Ornithin erfasst, weil sie für die Erfassung der 
Argininfreisetzung von Bedeutung sind. Als Referenz galten jeweils Proben eines 
akuten Wundexsudates. Die Abbildung 114 und die Tabelle 32 stellt die 
Aminosäurezusammensetzung der Referenzprobe „B“ dar. 
Tabelle 32: Konzentrationen des Arginins 
und Ornithins in der Referenzprobe „B“
Abbildung 114: A/s-Analyse des Wundexsudates aus einer 
akuten Wunde, Referenzprobe „B“.
Arginin
[g/100g]
Ornithin
[g/100g]
0.000 6.337
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Nach einer bzw. 24 Stunden werden bestimmte Aliquote des zu untersuchenden
Wundexsudats entnommen und anschließend auf den Gehalt an freien Aminosäuren
untersucht. Die Tabelle 33 stellt die Konzentration der Aminosäuren Arginin und 
Ornithin im Wundexsudat nach einer und 18 Stunden der Inkubation des R16-Vlieses
dar. Die Spektren sind in den Abbildungen 166 und 167 im Anhang ersichtlich. 
Tabelle 33: Konzentrationen des Arginins und
Ornithins im Wundexsudat nach 1 und 18 Stunden
der Inkubation des R16-Vlieses.
Bis zu ca. 7 g/100g Arginin konnte nach 18-stündiger Behandlung mit Wundexsudat 
detektiert werden. Zum Einen ist dies auf die Gleichgewichtseinstellung zwischen 
Arginin und Ornithin zurückzuführen, da die Ornithin-Konzentration nach einer 
Stunde leicht sinkt. Der weitere Anstieg von Arginin- und Ornithin-Konzentration kann 
durch die Arginin/Ornithin-Gleichgewichtseinstellung nicht erklärt werden. Ein 
weiterer enzymatischer Proteinabbau durch das Wundexsudat ist offensichtlich für 
die hohen Konzentrationen von Arginin und Ornithin verantwortlich.
Für die Untersuchung der Abbaubarkeit des R16-Arg8-Vlieses wurde ein weiteres
Wundexsudat „C“ ebenfalls aus einer akuten Wunde verwendet. Die unten 
aufgeführte Abbildung stellt das Spektrum der freien Aminosäuren dar.
Probe Arginin
[g/100g]
Ornithin
[g/100g]
Referenz
Wundexsudat 
„B“
0.000 6.337
R16
1 Std. 4.258 4.892
R16
24 Std. 7.549 5.711
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Tabelle 34: Konzentrationen des Arginins und 
Ornithins in der Referenzprobe „C“
Abbildung 115: A/s-Analyse des Wundexsudates aus einer 
akuten Wunde, Referenzprobe „C“.
In der Wundexsudatprobe konnte kein Arginin nachgewiesen werden. Es ist zu 
betonen, dass jedes eingesetzte Wundexsudat trotz gewisser Ähnlichkeiten ganz 
andere Zusammensetzungen aufweisen kann. Die Zusammensetzung wird stark 
durch die Art der Krankheit, die Therapie und den gesamten Zustand eines Patienten 
beeinflusst. Bei der Präparation für die Aminosäureanalyse verhalten sich 
Wundexsudate aus akuten und chronischen Wunden sehr unterschiedlich. 
Das R16-Arg8-Vlies wird mit dem Wundexsudat inkubiert. Daraufhin werden nach 
einer bzw. 24 Std. die Aliquoten des Wundsekrets entnommen und auf das 
Vorhandensein von freien Aminosäuren untersucht. Die Tabelle 35 präsentiert die 
Ergebnisse der Inkubation.
Die Abbildungen 168 und 169 im Anhang zeigen die Spektren dieser Untersuchung.
Arginin
[g/100g]
Ornithin
[g/100g]
0.000 4.985
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Tabelle 35: Konzentrationen des Arginins und
Ornithins im Wundexsudat nach 1 und 24 Stunden
der Inkubation des R16-Arg8-Vlieses.
Der gleichzeitige Anstieg des Arginin- und Ornithingehalts um jeweils ca. zwei 
Einheiten deutet auf den Abbau des R16-Arg8-Vlieses durch Wundsekret hin. Nach 
einer längeren Inkubationszeit sinkt die Ornithin-Konzentration wieder, wobei der 
Anteil an Arginin weiter steigt. Diese Verschiebung kann sowohl durch die 
Gleichgewichtseinstellung zwischen den beiden Aminosäuren als auch durch den 
weiteren Verbrauch an Ornithin im Zuge der Umwandlungen erfolgen. Die genauere 
Aussage ist aufgrund der unzureichenden Information über die gesamte 
Zusammensetzung des verwendeten Wundexsudats nicht möglich.
Die Tabelle 36 fasst alle Ergebnisse noch einmal zusammen. 
Probe Arginin
[g/100g]
Ornithin
[g/100g]
Referenz
Wundexsudat 
„C“
0.000 4.985
R16-Arg8
1 Std. 1.939 7.583
R16-Arg8
24 Std. 2.192 3.035
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Tabelle 36: Konzentrationen an freien A/s nach Inkubation von aus
Ameisensäure gesponnenen R16- und R16-Arg8-Vliesen.
Probebezeichnung
Aminosäurekonzentration in 
g/100g
Arginin Ornithin
Referenzprobe „B“, 
Wundexsudat aus akuter 
Wunde
0.000 6.337
R16 1 h 4.258 4.892
R16 24 h 7.549 5.711
Referenzprobe „C“,
Wundexsudat aus akuter 
Wunde
0.000 4.985
R16-Arg8 1 h 1.939 7.583
R16-Arg8 24 h 2.192 3.035
Das Ergebnis des Versuches bekräftigt die Annahme, dass akute Wundexsudate 
generell imstande sind, ein Proteinvlies anzugreifen. Die aufgeführten Ergebnisse 
sind keinesfalls absolut, sondern weisen eine Richtung auf.
Das Protein R16-Arg8 ist aufgrund von zusätzlichen Arginin-Einheiten von 
besonderem Interesse. Aus diesem Grund wurde die Abbaubarkeit des aus 
Ameisensäure gesponnenen R16-Arg8-Vlieses zusätzlich untersucht. Dieses Vlies 
wurde mit einem Wundsekret aus einer chronischen Wunde inkubiert. Die Menge an 
freigesetzten Aminosäuren, insbesondere Arginin und Ornithin wurden erfasst und 
mit den Mengen aus dem oben beschriebenen Versuch verglichen.
Die unten ersichtliche Abbildung des Spektrums repräsentiert die Aminosäureanalyse 
einer Wundexsudatprobe „D“ aus einer chronischen Wunde. In der Tabelle 37 sind 
die Konzentrationen der Aminosäuren Arginin und Ornithin zusammengefasst.
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Tabelle 37: Konzentrationen des Arginins und 
Ornithins in der Referenzprobe „D“
Abbildung 116: A/s-Analyse des Wundexsudates aus einer 
chronischen Wunde, Referenzprobe „D“.
Wie im Falle von anderen Wundexsudatproben, ist hier kein freies Arginin 
detektierbar. Nach der Inkubation von R16-Arg8-Vlies mit dem Wundexsudat wurde 
die Probe hinsichtlich des Gehalts an Arginin und Ornithin geprüft. 
Die Konzentrationen von Arginin und Ornithin sind in der Tabelle 38 präsentiert. Die 
Abbildungen 170 und 171 im Anhang zeigen die Spektren der Aminosäureanalyse.
Tabelle 38: Konzentrationen des Arginins und
Ornithins im Wundexsudat nach 1 und 24 Stunden
der Inkubation des R16-Arg8-Vlieses.
Im Gegensatz zu den Wundexsudatproben aus einer akuten Wunde sind hier 
geringere Arginin- und Ornithin-Werte festzustellen. Am Anfang steigt die Arg-
Konzentration, wobei die Konzentration an Ornithin leicht sinkt. Die Erhöhung kann 
dabei nur durch die Arg/Orn-Gleichgewichtverschiebung nicht erklärt werden. 
Arginin
[g/100g]
Ornithin
[g/100g]
0.000 3.067
Probe Arginin
[g/100g]
Ornithin
[g/100g]
Referenz
Wundexsudat
„D“
0.000 3.067
R16-Arg8
1 Std. 2.137 2.826
R16-Arg8
24 Std. 1.401 2.547
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Die Zunahme an Arginin deutet auf einen am Anfang stattfindenden Proteinabbau 
hin. Bei längerer Reaktionszeit sinkt sowohl die Arginin- als auch die Ornithin-
Konzentration. Vermutlich hat die Umwandlung in Prolin stattgefunden.
In der Tabelle 39 sind die Konzentrationen der Aminosäuren Arginin und Ornithin in 
Wundexsudaten nach der Inkubation des R16-Arg8-Proteins noch einmal 
zusammengefasst.
Tabelle 39: Konzentrationen von Arginin und Ornithin nach Inkubation von
aus Ameisensäure gesponnenen R16- und R16-Arg8-Vliesen.
Probebezeichnung
Aminosäurekonzentration in 
g/100g
Arginin Ornithin
Referenzprobe „C“, 
Wundexsudat aus akuter 
Wunde 0.000 4.985
R16-Arg8 1 h, akut 1.939 7.583
R16-Arg8 24 h, akut 2.192 3.035
Referenzprobe „D“,
Wundexsudat aus chronischer
Wunde 0.000 3.067
R16-Arg8 1 h, chronisch 2.137 2.826
R16-Arg8 24 h, chronisch 1.401 2.547
Die in der Tabelle 39 aufgeführten Werte deuten auf den Abbau von Vliesen auf 
Basis des rekombinanten Spinnenseidenprotein R16-Arg8 durch natürliche 
Wundexsudate hin. Weiterhin ist anzumerken, dass R16-Arg8 in Kombination mit 
einem Wundexsudat aus einer akuten Wunde schneller bzw. stärker abgebaut wird. 
Die Ursache könnte an der geringeren enzymatischen Aktivität des Exsudats einer 
chronischen Wunde liegen. Das Wundsekret aus chronischer Wunde ist trotzdem 
imstande das R16-Arg8-Vlies abzubauen. Der langsame aber stetige Abbau kann sich 
bei einer längeren Anwendung durchaus als vorteilhaft erweisen. 
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6.4.3.4 Abbaubarkeit von aus Wasser gesponnenen Proteinvliesen durch 
natürliche Wundexsudate
Weitere Abbaubarkeitsuntersuchungen mittels Wundexsudaten wurden anhand von 
aus Wasser gesponnenen R16/PEO- und R16-Arg8/PEO Vliese (BASF SE) 
durchgeführt, deren Proteinanteil durch das Oligomer P(Phenylglycidylether)-block-
P(Carboxymethylglycidylether)-(3,3) stabilisiert wurde.
Abbildung 117: R16/PEO Vlies gesponnen aus Wasser. Links: 2500-fache Vergrößerung. 
Rechts: 10000-fache Vergrößerung.
Die in Abbildung 117 aufgeführten REM-Aufnahmen von R16/PEO Vliesen weisen auf 
eine einheitliche Struktur hin. Der Durchmesser der Fasern beträgt ca. 200-350 nm.
In Abbildung 118 sind R16-Arg8/PEO Vliese dargestellt.
Abbildung 118: R16-Arg8/PEO Vlies gesponnen aus Wasser. Links: 2500-fache Vergrößerung.
Rechts: 10000-fache Vergrößerung.
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Die R16-Arg8/PEO Vliese zeigen ebenfalls eine homogene morphologische Struktur 
auf. Allerdings ist eine breitere Verteilung des Faserndurchmessers (bis 500 nm) 
festzustellen. 
Die oben dargestellten Vliese wurden mit Methanol nachbehandelt und anschließend 
mit Wundexsudaten aus akuten Wunden bei 37°C inkubiert. Die Feststellung der 
Abbaubarkeit und Arg-Freisetzung erfolgte mittels Aminosäureanalyse.
Die aus Wasser gesponnenen Vliese sind für die Wundheilung von besonderem
Interesse. Aus diesem Grund wird für die Charakterisierung der Abbaubarkeit eine 
weitere Aminosäure, nämlich Prolin, berücksichtigt. Wie bereits beschrieben, kann 
Prolin aus Ornithin synthetisiert werden und wird hierbei  im Zuge der Wundheilung in
Hydroxyprolin umgewandelt. Hydroxyprolin ist seinerseits für die Entstehung von 
Kollagen wichtig. Die Bestimmung von Prolin ermöglicht eine bessere Aussage über 
die Abbaubarkeit und Umwandlung von Arginin.   
Abbildung 119 stellt die Aminosäurezusammensetzung Referenzprobe „E“ dar.
In der Tabelle 40 sind Konzentrationen von Arginin, Ornithin und Prolin aufgeführt.
Tabelle 40: Konzentrationen der Amino-
säuren  Arginin, Ornithin und Prolin in der 
Referenzprobe „E“
Abbildung 119: A/s-Analyse des Wundexsudates „E“ aus einer 
akuten Wunde, Referenzprobe.
A/s Referenzprobe,
Wundexsudat 
„E“
Arginin
[g/100g] 0.000
Ornithin
[g/100g] 4.985
Prolin
[g/100g] 2.019
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Im Vergleich zu den anderen Wundsekreten aus akuten Wunden konnte auch hier 
kein Arginin gefunden werden. Sowohl Ornithin als auch Prolin sind aber im 
Wundexsudat vorhanden. 
Tabelle 41 stellt das Ergebnis der sowohl 30-minütigen als auch 24-stündigen 
Inkubation des R16-Vlieses mit dem Wundsekret „E“ dar. Die Abbildungen 172 und 
173 im Anhang repräsentieren die Spektren der Aminosäureanalyse.
Tabelle 41: Konzentrationen des Arginins und
Ornithins im Wundexsudat nach 0.5 und 24 Stunden
der Inkubation des R16-Vlieses.
Wie aus der Tabelle 41 ersichtlich, führt die Inkubation von R16-Vlies mit dem 
Wundsekret zu einer Änderung der Aminosäurezusammensetzung des 
Wundexsudates. Der Anstieg an Ornithin-Konzentration nach 30 minütiger Inkubation 
könnte sowohl durch einen Argininabbau als auch durch die rückgängige Prolin-
Umwandlung hervorgerufen werden. Zur Feststellung des Abbaus wurde die Probe 
weiterhin inkubiert. 
Nach 24 Stunden der Inkubation steigen (im Vergleich zur Referenzprobe) sowohl 
Ornithin- als auch Prolin-Konzentration. Der gelichzeitige Anstieg von beiden Werten 
ist ein starkes Signal für den Argininabbau. 
Wie bereits erwähnt ist R16-Arg8 aufgrund seiner zusätzlichen Arginineinheiten von 
besonderer Bedeutung, da beim Proteinabbau mehr Arginin freigesetzt werden
könnte. Tabelle 42 stellt das Ergebnis der Inkubation des R16-Arg8/PEO-Vlieses mit 
Wundexsudat dar. Die Abbildungen 174 und 175 stellen die Spektren der 
Aminosäureanalyse im Anhang dar.
A/s Refe-
renz-
probe
„E“
R16
30 Min.
R16
24 Std
Arginin
[g/100g] 0.000 0.000 0.000
Ornithin
[g/100g] 4.985 7.453 6.366
Prolin
[g/100g] 2.019 0.000 3.982
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Tabelle 42: Konzentrationen des Arginins und
Ornithins im Wundexsudat nach 0.5 und 24 Stunden
der Inkubation des R16-Arg8-Vlieses.
Genauso wie im Falle von R16 ist hier der Anstieg an Ornithin zu beobachten. 
Gleichzeitig nimmt aber die Prolin-Konzentration ab. Das unterschiedliche 
Abbauverhalten zwischen den zwei Proteinen wird jedoch nach der 24-stündigen 
Inkubation deutlich. Die Tabelle 42 zeigt einen starken Anstieg an Prolin-
Konzentration. Im Vergleich zum Ornithingehalt der Referenzprobe „E“ steigt die 
Prolin-Konzentration um mehr als des Sechsfachen. Dieser starke Anstieg kann nicht 
nur durch eine Abnahme an Ornithin erklärt werden. Vermutlich ist dafür ein 
voranschreitender Proteinabbau und die damit verbundene Argininfreisetzung 
verantwortlich. Tabelle 43 fasst die Ergebnisse des Proteinabbaus von aus Wasser
gesponnenen R16- und R16-Arg8/PEO-Vliesen mittels natürlichen Wundexsudats „E“ 
aus akuter Wunde noch einmal zusammen. 
Tabelle 43: Zusammenfassung der Ergebnisse des Proteinabbaus von R16 – und R16-Arg8/PEO-Vliesen 
mittels natürlichen Wundexsudats „E“ aus akuter Wunde .
A/s Referenz-
probe,
Wundexsudat 
„E“
R16
30 Min
R16
24 Std.
R16-Arg8
30 Min
R16-Arg8
24 Std.
Arginin
[g/100g]
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Ornithin
[g/100g]
4.985 7.453 6.366 7.879 5.321
Prolin
[g/100g]
2.019 0.000 3.982 0.000 13.240
A/s Refe-
renz-
probe
R16-Arg8
30 Min.
R16-
Arg8
24 Std.
Arginin
[g/100g] 0.000 0.000 0.000
Ornithin
[g/100g] 4.985 7.879 5.321
Prolin
[g/100g] 2.019 0.000 13.240
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Die präzise Bestimmung aller möglichen enzymatischen Umwandlungen von Ar
ginin und die damit verbundene genaue Aussage über den Abbau sind im Rahmen 
dieser Arbeit nicht möglich. Alle angegebenen Messwerte weisen auf den 
allgemeinen Trend des Proteinabbaus hin und erheben keinen Anspruch auf die 
absolute Vollständigkeit der beschriebenen Stoffwechselwege.
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Kapitel 7. Strukturuntersuchungen von stabilisierten Dispersionen aus 
Wasser versponnenen Nanofasern und Vliesen auf Basis 
spinnenseidenähnlicher Proteinen 
Zusammenfassung
Die in den Kapiteln 3, 4 und 5 beschriebenen stabilen Dispersionen und
gesponnenen Fasern wurden mittels unterschiedlicher analytischen Methoden, wie 
Elektronenmikroskopie, Rasterkraftmikroskopie und Transmissionselektronen-
mikroskopie untersucht. 
Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie konnte sowohl das Vorhandensein der 
Proteinmizellen in den stabilisierten Proteinlösungen als auch die Ausbildung von 
Protein/Polymer-Nanofasern während des Elektroverspinnens nachgewiesen 
werden. Untersuchungen mittels Rasterkraftmikroskopie wiesen auf eine homogene 
Protein/Polymer-Verteilung in den Fasern hin. Die TEM-Aufnahmen weisen auf das 
Vorhandensein von zwei Strukturelementen in den Protein/Polymer-Fasern und zwar, 
PEO und R16-Protein hin. 
7.1 Einleitung
Die Erarbeitung der Stabilisierungen und die Verarbeitung der Fasern mittels 
Elektroverspinnen warfen Fragen in Bezug auf Protein- und Fasernstruktur auf. Für 
die Charakterisierung der stabilisierten Proteinlösungen soll nicht nur die Ausbildung 
der Proteinagglomerate in Lösung sondern auch das Phänomen der 
Selbstassemblierung dieser Proteine untersucht werden. 
7.2 Stand der Forschung
Eine der Möglichkeiten der Strukturuntersuchung von Proteinen bzw. Polymeren ist  
die Transmissionselektronenmikroskopie. Im Jahre 1931 konstruierten E. Ruschka 
das erste Transmissionselektronenmikroskop und erhielt für seine Pionierarbeit den 
Nobelpreis 1986. [92] Die Transmissionselektronenmikroskopie ermöglicht eine direkte 
Abbildung von Objekten mittels Elektronenstrahlen. Dabei ist zu beachten, dass die 
zu untersuchenden Objekte möglichst dünn sein sollen, da die Elektronen nicht so 
tief durchdringen können. Die nachstehende Abbildung zeigt einen schematischen 
Aufbau dieses Mikroskops.
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Abbildung 120: Schematischer Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops. 
[93]
Die Kathode besteht aus Wolfram und kann mit Hilfe des elektrischen Stroms auf ca. 
2000°C aufgeheizt werden. Die infolge der Kathodenerwärmung emittierten 
Elektronen werden durch eine angelegte positive Spannung stark beschleunigt. Die 
typische Beschleunigungsspannung beträgt zwischen 80 kV und 200 kV. Die auf 
diese Art beschleunigten Elektronen werden anschließend mit Magneten fokussiert 
und auf die Probe gerichtet. Damit die Elektronen nicht von Luftmolekülen abgelenkt 
werden, findet das Ganze im Hochvakuum statt.  Beim Eintreffen dringen die 
Elektronen entweder durch die Probe ungehindert durch bzw. treten mit dieser Probe
in Wechselwirkungen. Dabei wird es zwischen elastischen, inelastischen und 
Rückstreu-Wechselwirkungen unterschieden. [93]
Die gestreuten Elektronen werden später in einem Punkt fokussiert. Die Atome von 
schweren Elementen tragen im Wesentlichen zur Streuung von Elektronen bei, so
dass sie als dunkle Stellen auf dem fluoreszierenden Bildschirm erscheinen. Die 
leichten Elemente lassen die Elektronen durch die Probe passieren und erscheinen 
als hellere Stellen. Die Anwendung der Methode ermöglichte im 
Rahmen dieser Arbeit cryofixierte dünne Schnitte von Protein/Polymer-Nanofasern 
zu untersuchen. 
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Die weitere angewendete Untersuchungsmethode ist die Rasterkraftmikroskopie. 
Das 1986 von G. Binnig, C. Quate und und Ch. Gerber entwickelte Mikroskop hat 
einen schnellen Einzug in sehr viele Bereiche der Naturwissenschaft gefunden. [94]
Das Rasterkraftmikroskop ist ein leistungsfähiges Werkzeug, das den Forschern eine 
einzigartige Möglichkeit gibt, eine Probe im Nanometermaßstab zerstörungsfrei bei 
RT zu untersuchen. [95]
Die nachstehende Abbildung stellt das Funktionsprinzip der Rasterkraftmikroskopie 
dar. 
Abbildung 121: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips von Rasterkraftmikroskopie. 
[96]
Im Allgemeinen besteht jedes Mikroskop aus einer feinen Spitze „S“ (s.g. Cantilever-
Messnadel), die über einen dünnen Hebelarm „H“ mit einem piezoelektrischen 
Scanner „A“ verbunden ist. Die Spitze tastet die Probenoberfläche „P“ ab und wird 
dabei über einen Regler „R“ gesteuert, damit die Auflagekraft auf der Probe immer 
konstant bleibt.
Die Änderung der Höhe “h“ aufgrund des geometrischen Oberflächenprofils wird 
durch einen Sensor „AS“ registriert und mittels entsprechenden 
Computerprogrammen ausgewertet. [96]
Bei der Bewegung der Spitze über die Probe wird jede Auslenkung punktweise 
aufgezeichnet und als eine Abbildung der Oberfläche dargestellt. [97] Die 
Rasterkraftmikroskopie wird für die Erforschung der Eigenschaften und 
Mechanismen der Polymerdehnung, Zellmembranen und Proteinfaltung verwendet.
[98]
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Insbesondere sind die Erforschung der Proteinfaltung und die damit verbundene 
dreidimensionale Struktur spinnenseidenähnlicher Proteinen von großer Bedeutung. 
Zahlreichen Veröffentlichungen belegen, dass diese Spinnenseidenproteine 
Agglomerate, die mit Hilfe von Rasterkraftmikroskop visualisiert werden können, 
bilden. Der Durchmesser dieser Strukturen beträgt wenige Nanometer. [69] Die 
Untersuchungen von Fasern der natürlichen Spinnenseide weisen ebenfalls auf das 
Vorhandensein von ähnlichen Proteinstrukturen auf. Mittels AFM konnten globulären 
Strukturen nachgewiesen werden, deren Durchmesser ebenfalls wenige Nanometer 
beträgt. [70]
Zusätzlich wurden die Rasterelektronenmikroskopie und Feldemissions-
rasterelektronenmikroskopie für die Erforschung der Protein/Polymer-Fasern und 
Proteinmicellen eingesetzt. Die Entstehung von Bildern basiert hier im Vergleich zu 
der TEM auf einem anderen Prinzip. Die Abbildung 122 repräsentiert den 
schematischen Aufbau des REM-Geräts.
1. Kathodenkopf
2. Wehnelt-Zylinder
3. Anode
4. Strahljustierspulen
5. Kondensorlinsen
6. Objektivlinse
Abbildung 122: Schematischer Aufbau von FE-SEM und REM. 
[99]
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Die Kathode besteht im Falle von REM aus einem Wolframdraht. Beim Erhitzen der 
Kathode werden primäre Elektronen emittiert. Der Steuerzylinder (Wehnelt Zylinder) 
fokussiert diese Elektronen. Anschließend werden die Primärelektronen durch eine
Anode beschleunigt und mittels elektromagnetischer Spulen und Linsen gebündelt 
und treffen fokussiert auf das zu untersuchende Objekt auf. Der Elektronenstrahl 
kann so gerichtet werden, dass die Probe punktweise abgetastet wird. Bei 
Wechselwirkungen  zwischen den Primärelektronen und der Probe können z.B. 
sowohl Sekundärelektronen (Orbital-Elektronen aus der Probe) als auch 
Röntgenstrahlen entstehen. Des Weiteren können einige Primärelektronen 
zurückgestreut und als s.g. Rückstreuelektronen detektiert werden. Für die 
Visualisierung der Probe sind insbesondere die Sekundär- und die 
Rückstreuelektronen interessant. Sie können von Detektoren aufgefangen und in 
Lichtquanten umgewandelt werden. Die weitere Verstärkung und Aufarbeitung mittels 
Computers ermöglicht eine Darstellung von pseudo-dreidimensionalen Bildern einer 
Oberfläche. [100]
Das REM und FE-SEM unterscheiden sich vor allem in dem Aufbau der Kathode. Die 
Kathode besteht, im Falle von FE-SEM, aus einem Wolframdraht mit einem 
Monokristall aus Wolfram an der Spitze.
Beim Anlegen einer sehr hohen elektrischen Feldstärke durch die Anode treten die 
Elektronen aus diesem Kristall aus. Es wurde die s.g. „kalte Feldemission-Methode“ 
verwendet, bei der die Kathodenspitze nicht erwärmt wird. Der ausgetretene 
Elektronstrahl wird durch die zweite Anode beschleunigt, mit magnetischen Linsen 
gebündelt und auf die Probe fokussiert. Der Strahl kann durch eine Ablenkeinheit so 
gesteuert werden, dass die ganze Probe Punkt für Punk abgetastet werden kann. 
Die anschließende Wechselwirkung des Elektronstrahls mit der Probe und  
Visualisierung erfolgen analog zu REM. [101, 102]
Die Anwendung von FE-SEM in Verbindung mit einer Kryo-Einheit (Alto 2500 von 
Gatan) ermöglicht die Visualisierung von Proteinagglomerate in den stabilisierten 
Dispersionen.
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7.3 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
7.3.1 Experimenteller Teil
7.3.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Für die Durchführung der unten dargestellten Versuche wurde ein R16/PEO-
Nanovlies verwendet (Firma Freudenberg). Des Weiteren wurde für die Aushärtung 
der Probe  Epoxy-Harz (Typ: Araldit DBF) benutzt. Mit der Hilfe eines Ultramikrotoms 
"Ultracut VCT" (Firma Leica) konnte das Material anschließend geschnitten werden.
Der experimentelle Teil wurde am Institut für Kunststoffverarbeitung in Aachen 
durchgeführt.  
Das R16-Proteinvlies wurde auf einem Vliesträger M1526 von der Firma Freudenberg 
gesponnen. Von dem vorliegenden Proteinvlies konnten mit Hilfe einer 
Präparationsnadel Nanofasern abgestrichen und in verknäuelter Form in eine 
Polypropylen-Einbettform für TEM-Proben überführt werden. Polypropylen hat die 
Eigenschaft, keine nennenswerte Haftung zum Einbettmedium (Epoxy-Harz) 
aufzubauen. Die Proben können daher nach der Aushärtung leicht entformt werden. 
Die Form wurde anschließend mit einem kaltaushärtenden Epoxy-Harz aufgefüllt. 
Der ausgehärtete Harzblock (Aushärtezeit: ein Tag) wurde am Folgetag entformt und 
im Bereich der eingebetteten Fasern mit einer Diamantklinge zu einem 
Pyramidenstumpf getrimmt. Die Schnittherstellung erfolgte dann im Ultramikrotom bei 
ca. -90°C. Die fertigen Schnitte wurden auf ein TEM-Netz übertragen und später bei 
Raumtemperatur im TEM untersucht.
7.3.2 Ergebnisse und Diskussion
Die Nanofasern konnten mit Hilfe eines Ultramikrotoms erfolgreich geschnitten und 
am TEM visualisiert werden. Bilder 123 und 124 stellen die quergeschnittenen 
Nanofasern dar. 
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Abbildungen 123 und 124: TEM-Aufnahmen des Querschnitts von R16/PEO-Nanofasern.
Eindeutig sind zwei Regionen mit unterschiedlicher Elektronendichte zu erkennen, 
die auf den Bildern durch graue und weiße Farben dargestellt sind.
Die TEM-Aufnahmen weisen auf eine hochheterogene innere Struktur hin. Diese 
heterogene Struktur wird durch das Vorhandensein von zwei Strukturelementen der 
Fasern und zwar, PEO und R16-Protein hervorgerufen. Diese Ergebnisse bestätigen 
zwar die Existenz einer Zwei-Komponenten-Struktur, lassen aber keine sichere 
Aussage über die innere Protein/Polymer-Verteilung zu. Die vorhandenen 
Aufnahmen deuten auf eine Einbettung von PEO in R16-Protein hin. Aller 
Wahrscheinlichkeit nach stellen die hellen Bereiche PEO und die dunklen Bereiche 
R16-Protein dar. Diese Zuordnung kann aufgrund der eingesetzten Protein/Polymer-
Mengen gemacht werden. 
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7.4 Rasterkraftmikroskopie (AFM)
7.4.1 Experimenteller Teil
7.4.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Das R16-Protein stellte die BASF SE zur Verfügung. Sowohl Guanidinthiocyanat  (≥ 
99% für Biochemie) als auch Natriumhydrogencarbonat (≥ 99%) wurden bei Carl-
Roth angeschafft. Das Natriumhydroxid (wasserfrei), die Dialysemembran (MWCO
ca. 12.400 Da) und PEO 900.000 wurden bei Kemper & Co und Sigma-Aldrich 
bezogen.
Die AFM-Messung erfolgte am Nanoscope V im Tappingmode bei Raumtemperatur 
mit Anwendung von Silicium-Cantilever. Die Elastizitätskonstante betrug ca. 42 N/m 
und die Resonanzfrequenz 320 kHz.
Das Protein R16 wurde physikalisch stabilisiert (siehe Kapitel 5). Die stabile 
Dispersion lässt sich unter Zugabe von PEO auf Siliziumwafer verspinnen. Die 
Fasern wurden anschließend am Rasterkraftmikroskop untersucht.
Zur Untersuchung des reinen Proteins wurde eine 0.1% R16-Lösung physikalisch 
stabilisiert. Ein Teil der stabilen Lösung wurde dann bei RT auf einem Siliziumwafer 
aufgetragen und getrocknet, so dass eine monomolekulare Schicht entsteht.
7.4.2 Ergebnisse und Diskussion
Die durch das Abdampfen entstandene monomolekulare Proteinschicht weist bei 
einer AFM-Untersuchung eine für selbstassemblierende Proteine gewöhnliche 
Struktur auf, die in Abbildung 125 dargestellt ist.
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Abbildung 125: AFM-Aufnahme einer monomolekularen R16-Schicht.
Die selbsassemblierenden Proteine sind in der Lage durch interne 
Wechselwirkungen bestimmte tertiäre Strukturen anzunehmen, die auf der Abbildung 
137 als kugelförmige Struktur erscheint. 
Die Abbildung 126 verdeutlicht die kugelartige Struktur des selbstassemblierenden 
Proteins R16. Die auf der Abbildung 126 mit Pfeilen gekennzeichneten Stellen zeigen 
auf entsprechende Proteinstrukturen.
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Abbildung 126: AFM-Aufnahme einer zweidimensionalen R16-Schicht.
(einzelne globuläre Strukturen gekennzeichnet)
Die elektrogesponnen R16/PEO-Fasern wurden ebenfalls mittels AFM untersucht. Die 
Abbildung 127 stellt eine ausgewählte Faser dar. Klare kristalline als auch amorphe 
Bereiche, die für Polymerenfasern wie z.B. Polycaprolactonfasern (PCL) üblich sind, 
konnten nicht festgestellt werden.  
Abbildung 127: AFM-Aufnahme eines R16/PEO-Fadens.
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Die Oberfläche der Faser erscheint sehr homogen. Die kugelartigen 
Proteinstrukturen sind nicht mehr explizit zu erkennen, können aber unter 
Umständen im Polymer eingebettet sein.
Diese Struktur weist möglicherweise auf eine gute Protein/Polymer-Vermischung hin. 
Andererseits können die Ergebnisse der Untersuchung darauf hinweisen, dass das 
Protein während des Spinnprozesses in die Fasern hineindringt und von Polymer 
ummantelt wird. Dies könnte die Abwesenheit von kugelförmigen Proteinstrukturen 
an der Faseroberfläche erklären. Die Protein/Polymer-Verteilung im Inneren der 
Fasern kann sich unter Umständen von der Verteilung an der Oberfläche sehr stark 
unterscheiden. Darauf weisen auch die in Abschnitt 7.3 dargestellten TEM-
Aufnahmen hin. 
Die Ergebnisse bestätigen die in der Literatur beschriebenen Phänomene der 
Selbstassemblierung von Spinnenseidenproteinen. Interessanterweise konnten diese 
Strukturen in einem Protein/Polymer-Faden nicht mehr nachgewiesen werden. 
7.5 Feldemissionsrasterelektronenmikroskopie (FE-SEM)
7.5.1 Experimenteller Teil
7.5.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Die spinnenseidenähnlichen Proteine wurden von der BASF SE zur Verfügung 
gestellt. Sowohl Guanidinthiocyanat  (≥ 99% für Biochemie) als auch Natrium-
hydrogencarbonat (≥ 99%) stammt von Carl-Roth. Das Natriumhydroxid (wasserfrei), 
die Dialysemembran (MWCO ca. 12.400 Da) und PEO 900.000 wurden über die 
Firmen Kemper & Co und Sigma-Aldrich bezogen.
Die Strukturanalyse der Proben wurde an einem Hitachi-S-4800 Ultra high resolution
SEM im Kryo-Modus durchgeführt. Die Bearbeitung der Aufnahmen erfolgte mit der 
Software „Hitachi S-4800 Scanning Electron Microscope, Version 2.10“.
Für diese Untersuchung wurden wie in Kapitel 3 (chemische Stabilisierung mit
P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglycidyl-ether)-(3,3)) und 5 (physika-
lische Stabilisierung mittels pH- und Temperatureinwirkungen) beschriebenen
Verfahren hergestellten Dispersionen verwendet. Die Untersuchung erfolgte im 
gefrorenen Zustand. Hierfür wird zuerst ein Probenträger mit flüssigem Stickstoff 
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vorgekühlt. Der Probenbehälter wird mit der zu untersuchenden Probe gefüllt und in 
den flüssigen Stickstoff gegeben. Nach kurzer Zeit friert die Probe ein (Kryofixierung).
Die Probe wird im vorgekühlten Probenträger eingespannt und in die 
Überführungskammer gebracht. Daraufhin wird diese Kammer an die 
Probenvorbereitungskammer angedockt und eingeschleust. Die Proben-
Vorbereitungskammer sollte vorher auf bis zu -150°C gekühlt sein. Nach 
Einschleusen wird ein Teil der Probe mit einem Skalpell gebrochen und ein Teil des 
Wassers auf der Oberfläche wird sublimiert. Nachher wird die fertige Probe in die 
Analysekammer geführt. Diese Kammer ist auf -137°C gekühlt. Nach der Messung
wird die Probe ausgeschleust. 
7.5.2 Ergebnisse und Diskussion
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abbildungen 128-129) von 
eingefrorenen Dispersionen zeigen deutlich das Vorhandensein von kugelartigen 
Proteinstrukturen. Im Falle von Dispersionen, dessen Protein durch das Oligomer 
P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethylglycidyl-ether)-(3,3) stabilisiert wurde, 
sind Agglomerate von ca. 50-150 nm zu finden. In Abbildung 128 ist die Aufnahme 
einer R16-Dispersion dargestellt.
Abbildung 128: FE-SEM-Aufnahmen einer Oligomer-stabilisierten R16-Dispersion.
35000-fache Vergrößerung
Die Agglomerate sind sehr homogen in der Probe verteilt. Die vorhandene Struktur 
bestätigt die Annahme über den Mechanismus der Stabilisierung mit Hilfe des 
Oligomers und die Ausbildung von Micellen. Die gebildeten Mizellen können unter 
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Umständen in Wechselwirkung treten und aneinanderlagern. Dies trägt zur Bildung 
von Agglomeraten bei. 
Die Proben von physikalisch stabilisierten Dispersionen weisen eine ähnliche innere 
Struktur auf, die in Abbildung 129 gezeigt ist.
Abbildung 129: FE-SEM-Aufnahmen einer physikalisch-stabilisierten R16-Dispersion.
Links: 2000-fache Vergrößerung, Rechts: 20000-fache Vergrößerung
Bei 20.000facher Vergrößerung sind die im Volumen homogen verteilten
Agglomerate gut zu sehen. Die Ausbildung von solchen Proteinstrukturen im Zuge 
der physikalischen Stabilisierung weist auf die starken inneren Wechselwirkungen
hin, die letztendlich zur Ausbildung von Mizellen und Agglomeraten und somit zur 
Stabilisierung beitragen. Die Erforschung der inneren Struktur trug wesentlich zum 
besseren Verständnis der Stabilisierungsmechanismen bei.
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7.6 Untersuchung der R16/ff.BSA- und R16-Arg8/ff.BSA-Komplexen mittels 
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (EPR spectroscopy)
7.6.1 Einleitung 
Die Elektronenspinresonanz-Spektroskopie ermöglicht die Untersuchung der 
Protein/Protein-Wechselwirkung mit Hilfe von paramagnetischen Substanzen. Bei der 
Anwendung von speziell angefertigten paramagnetischen Fettsäuren kann die 
Anzahl von durch R16 bzw. R16-Arg8 besetzten Bindungsstellen an ff.BSA bei der 
Stabilisierung identifiziert werden.  Dem Zufolge sollte die EPR-Spektroskopie zur
Aufklärung der R16/ff.BSA- bzw. R16-Arg8/ff.BSA-Wechselwirkungen beitragen. 
7.6.2 Stand der Forschung
Die Elektronenspinresonanz-Spektroskopie basiert auf der selektiven Absorption der 
elektromagnetischen Strahlung in paramagnetischen Substanzen oder 
paramagnetischen Zentren im Magnetfeld aufgrund der Übergänge des 
Elektronenspins. [103, 104]
Es ist bekannt, dass sowohl die Elektronen der gefüllten Schale als auch die 
Bindungselektronen in einer Bindung einen Gesamtdrehimpuls von Null erzeugen. 
Aus diesem Grund ist das magnetische Moment gleich Null und das ganze Molekül 
diamagnetisch. Die o.g. Art der Spektroskopie kann nur bei paramagnetischen 
Verbindungen, die ein nicht gepaartes Elektron besitzen (Radikale), angewendet 
werden. Das magnetische Moment dieses ungepaarten Elektrons ist die Ursache für 
den Paramagnetismus der Verbindung. [104, 105]
Die Ausrichtung des Elektronenspins eines ungepaarten Elektrons in einem  
Magnetfeld B0 (alte Bezeichnung: H0) wird durch eine magnetische Quantenzahl (mS) 
beschrieben. Die Zahl nimmt die Werte +1/2 bzw. -1/2 an und entspricht einer 
parallelen bzw. antiparallelen Ausrichtung zum B0-Feld. In einem äußeren 
Magnetfeld B0 wird die Spin-Energie des Radikals aufgespalten.
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Abbildung 130: Aufspaltung der Energieniveaus mS= ±1/2 im äußeren Magnetfeld B0.
[105]
Die Energiedifferenz der beiden Energieniveaus wird durch die Formel
∆E = gāµB·B0
beschrieben, wobei „g“ der Landésche g-Faktor (für das freie Elektron: 
ge=2.0023193043737) und „µB“, das Bohr-Magneton, eine Maßeinheit des 
magnetischen Moments ist und 9.27·10-27erg/Gauss (µB=eħ/2me) beträgt. Die Größe 
der Aufspaltung ist einem von außen abgelegten Magnetfeld B0 proportional. 
Sollte ein zweites Magnetfeld B1 senkrecht zu B0 angelegt werden, fängt das sich im 
B0-Feld  befindende Elektron an, sich um die B1-Richtung zu bewegen. 
Abbildung 131: Übergang von einem in den anderen Quantenzustand als Wirkung 
des rotierenden B1-Feldes auf den Elektronenspin. 
[105]
Diese Bewegung führt schließlich zum Umklappen der Spinrichtung und Übergang 
zwischen den entsprechenden Energieniveaus. Diese Elektronenresonanz wird 
durch Einstrahlen einer zirkulär polarisierten elektromagnetischen Welle, deren B1-
Vektor senkrecht zur B0-Richtung liegt, erreicht. Die Frequenz sollte gleich der 
Larmor-Frequenz vL sein. [105] Das Umklappen kann in beide Richtungen erfolgen
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deshalb kann eine paramagnetische Substanz Strahlung sowohl absorbieren als 
auch emittieren. Die Absorption ist proportional zur Anzahl von untersuchten 
Molekülen. Aus diesem Grund sind in Bezug auf Radikalkonzentrationen die 
quantitativen Messungen möglich. 
Im Jahre 1944 gelang E.K. Sawoiski im Rahmen seiner Doktorarbeit die erste 
experimentelle Bestätigung des Resonanzphänomens. [106]
Zur Messung der Elektronenspinresonanz werden heutzutage meist kommerziell 
erworbene Geräte verwendet. Die Messung und die darauffolgende Auswertung 
werden mit Hilfe von Computern und speziellen Programmen durchgeführt.
Die Standardmethode in der EPR Spektroskopie ist die sogenannte „continuous 
wave“ (CW) EPR Spektroskopie, in der das EPR Spektrum aufgenommen wird, 
indem man eine konstante Mikrowellenfrequenz einstrahlt und das Magnetfeld 
durchfährt. 
Die Anwendung von organischen Radikal-Molekülen kann unter anderem zur 
Aufklärung der tertiären Proteinstruktur beitragen. Am Max-Planck-Institut für 
Polymerforschung (MPI) in Mainz konnte mit Hilfe der EPR-Spektroskopie sowohl die 
Anzahl von hydrophoben Bindungsstellen von Human Serum Albumin (HSA) als 
auch die Abstände zwischen den einzelnen Bindungsstellen gemessen werden. [107]
BSA besitzt genauso wie HSA hydrophobe Bindungsstellen. Es sollen durch  ff.BSA 
stabilisierten R16 bzw. R16-Arg8-Lösungen mit Hilfe der EPR-Spektroskopie 
untersucht werden. Hierbei sollte die Protein/Protein-Wechselwirkung untersucht 
werden.
Im Gegensatz von HSA ist eine Kristallstruktur von ff.BSA noch nicht bekannt, 
deshalb ist jede, mittels EPR-Spektroskopie erhaltene Information, von großer 
Bedeutung.
7.6.3 Experimenteller Teil
7.6.3.1 Verwendete Materialien und Geräte
Die im Versuch verwendeten R16/ff.BSA und R16-Arg8/ff.BSA stabilisierten 
Dispersionen wurden, wie im Abschnitt 4.1 beschrieben (biologische Stabilisierung 
mit ff.BSA), vorbereitet. Die als Sonde verwendete paramagnetisch, mit einem 
stabilen Nitroxidradikal markierte Stearinsäure 16-DSA wurde bei Aldrich käuflich 
erworben und mit Hilfe von Phenylhydrazin (97%, Fluka) zu einem EPR-inaktiven 
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Hydroxylamin (rDSA) teilweise reduziert. Glycerol (87%, Fluka) wurde ebenfalls 
käuflich erworben. Für die Standard CW-EPR-Messung wurde ein Miniscope MS200 
(Magnettech, Berlin) Spektrometer verwendet.Die hier beschriebenen Experimente
wurden am Max-Planck-Institut für Polymerforschung in Mainz durchgeführt.
Die gegen 10 mM NaHCO3-Puffer, pH 10 dialysierten R16/ff.BSA und R16/-
Arg8/ff.BSA-Proben (jeweils 2 mM) wurden mit 26 mM DSA und rDSA in 0.1 M KOH-
Lösung gemischt. Die Endkonzentration von DSA und rDSA im Puffer betrug 1.5 mM. 
Das molare Verhältnis von DSA und rDSA zum Protein variierte zwischen 2:0 bis 
2:4. Die CW-EPR-Messung erfolgte am Miniscope MS200 (Magnettech, Berlin). Die 
Mikrowellenfrequenz betrug 9.4 GHz. Die Messung wurde bei RT unter Verwendung 
der Amplitudenmodulation von 0.05 mT durchgeführt. Die Mikrowellenfrequenz 
wurde mit Hilfe des Frequenzzählers, Typ 2101(Racal-Dana) aufgezeichnet.
7.6.4 Ergebnisse und Diskussion
Zur Bestimmung der hydrophoben Bindungsstellen an dem ff.BSA werden 
veränderte Fettsäuren verwendet.  Die dabei gemessene Probe gilt als 
Referenzprobe für die weiteren Versuche. Die Abbildung 132 stellt die Ergebnisse 
des Versuches dar. 
Abbildung 132: CW-EPR-Spektrum von BSA/Puffer-Lösung mit 16-DSA in unterschiedlichen Verhältnissen.
Die Signale für die an das ff.BSA gebundenen Fettsäuren sind bei ca. 332 und 338.5 
mT klar zu erkennen. Die nichtgebundenen, also freien Fettsäuren zeigen 
charakteristische Peaks bei ca. 333 und 336.5 mT (gestrichelte Linien). Aus der oben
dargestellten Abbildung geht hervor, dass die ungebundenen Fettsäuren erst ab 
einem Verhältnis von 1:6 (Protein:Fettsäuren) zu identifizieren sind. 
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie
164
332 334 336 338 340
(1:7)
(1:6)
(1:4)
In
te
ns
ity
 / 
a.
u.
 
Magnetic Field (mT)
(1:2)
332 334 336 338 340
(1:7)
(1:4)
(1:2)In
te
ns
ity
 / 
a.
u.
Magnetic Field (mT)
In
te
ns
ity
 / 
a.
u.
 
In
te
ns
ity
 / 
a.
u.
Dies deutet, statistisch gesehen, auf jeweils mindestens 5 bis 6 freie hydrophobe
Stellen hin, die durch Fettsäuren belegt werden können. Erst wenn die Stellen belegt 
sind, werden die nichtgebundenen Fettsäuren sichtbar. 
Nach der Feststellung der Anzahl an zur Verfügung stehenden hydrophoben Stellen 
wurden die gleichen Versuche mit den R16/ff.BSA und R16-Arg8/ff.BSA-Komplexen 
durchgeführt. Die Abbildung 133 veranschaulicht das Ergebnis der Untersuchung.
Abbildung 133: CW-EPR-Spektren von 16-DSA mit  R16/BSA –Komplexen (links) 
und R16-Arg8/BSA –Komplexen (rechts) bei unterschiedlichen Verhältnissen  
Wie bereits erwähnt, deuten die vorhandenen Peaks im Bereich von ca. 333 und 
336.5 mT auf das Vorhandensein von ungebundenen Fettsäuren. Gleichzeitig deutet 
ein Auftauchen nicht-gebundener Fettsäuren darauf hin, dass Bindungsstellen durch 
andere Stoffe besetzt sein müssen oder durch starke Konformationsänderungen 
einfach nicht mehr zugänglich sind. Die hydrophoben Stellen können in diesem 
Experiment nur durch die zugesetzten spinnenseidenähnlichen Proteine besetzt bzw. 
verändert werden. Der Abbildung 133 ist zu entnehmen, dass die freien
Fettsäuren schon bei einem Verhältnis von 1:2 (Protein:Fettsäuren) zu beobachten 
sind. Dies wird besonders bei einem Verhältnis von 1:4 und höher deutlich.
Die Abbildung 134 zeigt die Spektren für das 16-DSA im Verhältnis von 1:2 und 1:7 
jeweils für R16/ff.BSA und R16-Arg8/ff.BSA-Komplexe im direkten Vergleich 
miteinander.
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Abbildungen 134: CW-EPR-Spektren von 16-DSA mit ff.BSA (schwarz),  R16/BSA  (blau) und R16-Arg8/BSA(rot) 
bei Protein/16-DSA-Verhältnissen von 1:2 (A)  und 1:7 (B) 
Die Differenz zwischen R16/ff.BSA und R16-Arg8/ff.BSA -Proben ist viel stärker bei 
einem Verhältnis von 1:7 aufgeprägt. Die Anzahl an freien Fettsäuren steigt in der 
Reihe ff.BSA<R16<R16-Arg8. Dieses deutet auf die stärkere Besetzung von 
hydrophoben Stellen des ff.BSA  durch das Protein R16-Arg8 hin. 
Die durchgeführten Experimente bewiesen die Besetzung der hydrophoben Stellen 
des Hilfsproteins ff.BSA durch die hydrophoben spinnenseidenähnlichen Proteine bei 
der Anwendung von ff.BSA als Stabilisator.
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III Appendix
Kapitel 8. Hydrogele auf Basis der spinnenseidenähnlichen Proteine
Zusammenfassung
Es wurden Versuche zur Darstellung von Gelen auf Basis der 
spinnenseidenähnlichen Proteine durchgeführt. Die Untersuchungen haben die 
Möglichkeit der Gelherstellung sowohl mit funktionalisierten, sternförmigen 
Polyethylenglycol-Molekülen (NCO-sP(EO-stat-PO)) als auch mit sternförmigen, 
funktionalisierten Polyglycidol-Molekülen (sPG) belegt. Mittels Elektronenmikroskopie 
konnte die typische Gelstruktur nachgewiesen werden. Das Quellverhalten der Gele 
wurde ebenfalls untersucht. NCO-sP(EO-stat-PO)/R16-Gele weisen nach dem 
vollständigen Aufquellen einen Quellungsgrad von über 180% auf. Bei sPG/R16-
Gelen ist die Wasseraufnahmekapazität noch deutlicher ausgeprägt. Der 
Wasseranteil in den aufgequollenen Gelen betrug in diesem Fall ca. 80%.
Ferner wurden Zytotoxizitätsuntersuchungen durchgeführt. Damit konnte eine relativ 
niedrige Zytotoxizität von Hydrogelen auf Basis der spinnenseidenähnlichen Proteine 
gezeigt werden. 
8.1 Einleitung
Seit fast 60-zig Jahren nimmt das Interesse an Hydrogele, deren Herstellung und 
Anwendung ständig zu. Biokompatible Hydrogele sind vor allem für die biomedizi-
nischen und pharmazeutischen Anwendungen von besonderem Interesse. [108, 109]
Die Hydrogele finden ihre Anwendung als kontrollierter Zelladhäsion in Tissue 
Engineering als Komponente der extrazellulären Matrix, Biosensoren und neuartige 
Freisetzungssysteme. [110, 111, 112, 113]
Hydrogele sind dreidimensionale makromolekulare Netzwerke mit hydrophilen 
Polymerbausteinen. [114] Dank ihrer chemischen und physikalischen Vernetzung 
können Hydrogele große Mengen an Wasser aufnehmen, ohne ihre Struktur zu 
verlieren und sich aufzulösen. [115] Ein gutes Wasseraufnahmevermögen der 
Hydrogele ermöglicht ihre Anwendung als Absorbenzien. [116]
Hydrogele besitzen eine hochverzweigte Struktur, die weichem Körpergewebe 
ähnelt. In zahlreichen Untersuchungen konnte eine gute Biokompatibilität 
unterschiedlicher Hydrogele nachgewiesen werden. [117, 118]
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In Folge dessen werden Hydrogele immer interessanter für die medizinische 
Biomaterialforschung. Es gibt verschiedene Möglichkeiten, ein Hydrogel herzustellen. 
Dabei können sowohl natürliche als auch synthetische Stoffe verwendet werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden für die Darstellung von Hydrogelen zwei 
unterschiedliche Polymere verwendet. Ein sternförmiges Polyethylenglycol (NCO-
sP(EO-stat-PO)) und ein funktionalisiertes sternförmiges Polyglycidol (sPG).
8.2 Stand der Forschung
Polyethylenglycol (PEG) ist ein nicht toxisches Polymer, welches sowohl in Wasser 
als auch in vielen organischen Lösungsmitteln wie z.B. Ethanol oder Aceton löslich 
ist. PEG wird auch vom Immunsystem nicht als Fremdkörper erkannt und löst 
dementsprechend auch keine Immunantwort aus. Unter anderem aufgrund dieser 
Eigenschaft wird PEG für die medizinische Anwendung zugelassen. [119]
NCO-sP(EO-stat-PO) ist ein sternförmiges Polymer und stellt eine modifizierte Form 
von PEG dar. Es ist ein hochverzweigtes Polymer, das aus einem Kern mit linearen 
Armen besteht. Die Anzahl der Arme hängt von den eingesetzten Edukten ab. Es
wurde mit einer Mischung aus einem drei- und einem achtarmigen NCO-sP(EO-stat-
PO) gearbeitet. Der Anteil an achtarmigem NCO-sP(EO-stat-PO) betrug ca. 78% und
der des dreiarmigen NCO-sP(EO-stat-PO)s ca. 22%.
Der Kern von jedem NCO-sP(EO-stat-PO)-Molekül ist wie folgt aufgebaut: 
Abbildung 135: Aufbau von NCO-sP(EO-stat-PO)-Kerneinheiten. [120]
Die „Arme“ bestehen aus einem statistischen Copolymer aus 80% Polyethylenoxid
und 20% Polypropylenoxid (PPO). Die funktionelle Endgruppe des Sternpolymers 
wird durch den Einbau von Isophorondiisocyanat (IPDI) gebildet, dabei wird eine 
Isocyanatgruppe mit dem Polymer verbunden. Die zweite Isocyanatgruppe liegt 
weiterhin frei und wird bei der Gelbildung verwendet. [120]
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Die Abbildung 136 stellt ein Beispiel eines „Arms“ dar.
Abbildung 136: Aufbau von „NCO-sP(EO-stat-PO)-Arme“. 
[120]
Die Oberfläche der NCO-sP(EO-stat-PO)-Moleküle ist wegen verzweigter Struktur 
durch eine hohe Dichte an reaktiven Gruppen gekennzeichnet. Diese Gruppen sind 
relativ leicht zugänglich und können somit schnell mit einem Substrat reagieren.
Die Vernetzungsreaktion beginnt mit der Hydrolyse der Isocyanatgruppen zu 
Aminogruppen. Die entstandenen Aminogruppen reagieren ihrerseits mit den 
verbliebenen Isocyanatgruppen.
Abbildung 137: Schematische Vernetzungsreaktion zwischen zwei NCO-sP(EO-stat-PO)-Molekülen.
[120]
Die Verknüpfung mit dem Protein R16 kann z.B. über die Aminosäure Serin erfolgen. 
Diese Aminosäure trägt eine endständige Hydroxylgruppe, die mit der 
Isocyanatgruppe zur Urethanbindung reagieren kann. Die nachstehende Abbildung 
veranschaulicht diese Reaktion. 
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Abbildung 138: Schematische Verknüpfung zwischen NCO-sP(EO-stat-PO) und einem Protein.
[121]
Das zweite für die Darstellung der Hydrogele verwendete Polymer ist ein 
funktionalisiertes sternförmiges Polyglycidol. Die Synthese dieses Polymers wurde 
von Daniel Haamann am ITMC der RWTH Aachen entwickelt. [122]
Die Darstellung der Gele wurde von Martin Krähnke im Laufe seiner 
Masterarbeit am ITMC der RWTH Aachen entwickelt. Das funktionalisierte sPG 
besitzt insgesamt sechs endständige Vinylsulfonatgruppen, die für die Bildung einer 
kovalenten Bindung mit einem Protein von Bedeutung sind. Die Abbildung 139 stellt 
den Aufbau einer funktionalisierten Einheit von sPG dar.
Abbildung 139: Funktionalisierte „aktive“ Einheit von sPG. 
[122]
Das Hydrogel wird durch die Reaktion der Vinylsulfonatgruppen des Polymers mit 
den freien Aminogruppen des Proteins R16 gebildet. Abbildung 140 zeigt die 
schematische Darstellung dieser Reaktion.
Abbildung 140: Schematische Darstellung der Quervernetzung zwischen sPG und R16.
[123]
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Die reaktiven Einheiten können unter Anderem über die Hydroxylgruppen 
untereinander quervernetzen. Diese Vernetzung trägt zur stärkeren Gelierung bei.
Auf die Eigenschaften der hergestellten Hydrogele wird in den Abschnitten 8.3 und 
8.4 eingegangen.
Ein wichtiger Punkt ist die Bestimmung der Zytotoxizität eines Hydrogels. Eine 
Möglichkeit die Zytotoxizität zu bestimmen, ist der LDH-Test. Dieser Test beruht  auf 
der Eigenschaft des Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) die Umwandlung von 
Lactat in Pyruvat zu katalysieren. Das Enzym ist fast in jeder Zelle intrazellulär (im 
Zytoplasma) vorhanden. Wird die zytoplasmatische Membran einer Zelle stark 
beschädigt, kommt es zur Freisetzung von LDH. Die Messung der freigesetzten LDH-
Aktivität erfolgt über ein zweites Enzym, die Diaphorase. Die indirekte Bestimmung 
der Zytotoxizität erfolgte mittels des CytoTox-ONETM Homogeneous Membrane 
Integrity Assays von Promega (Schweiz). [124] Abbildung 141 erläutert schematisch 
das Prinzip der Messung.
Abbildung 141: Darstellung des Prinzips der Arbeit von CytoTox-One™ assays zur 
Bestimmung der Zytotoxizität. 
[125]
Es wird deutlich, dass die Diaphorase das von der LDH produzierte reduzierte
Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) nutzt, um den Farbstoff Resazurin in das 
fluoreszierende Resorufin umzuwandeln. Dadurch sind beide Reaktionen im 
Verhältnis 1:1 miteinander gekoppelt. Die Stärke der Fluoreszenz entspricht somit 
der freigesetzten LDH-Menge. 
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8.3 NCO-sP(EO-stat-PO) basierende Hydrogele
8.3.1 Experimenteller Teil
8.3.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Das R16-Protein wurde von der Firma BASF SE zur Verfügung gestellt. Sowohl 
Guanidinthiocyanat (≥ 99% für Biochemie) als auch Natriumhydrogencarbonat (≥ 
99%) wurden bei Carl-Roth erworben. Das Natriumhydroxid (wasserfrei), die 
Dialysemembran (MWCO ca. 12.400 Da) und PEO 900.000 wurden von Kemper & 
Co und Sigma-Aldrich bezogen. Das NCO-sP(EO-stat-PO) wurde am DWI aus 
kommerziell erhältlichen Chemikalien und Vorstufen synthetisiert. Der phosphate 
buffered saline (PBS) Puffer wurde bei Sigma als Feststoff bezogen (Sigma, P-3813, 
pH 7.4 bei 25°C) und nach Anleitung  in einem Liter aufgelöst.
Das für die Darstellung des Protein/Polymer-Gels notwendige Protein R16 wurde 
physikalisch stabilisiert. Das aus einer Glove-Box entnommene NCO-sP(EO-stat-PO)
wurde zur stabilisierten Proteindispersion (0.5 mL) hinzugegeben. Die Auflösung des 
Polymers erfolgte unter starkem Rühren. Nach dem Auflösen wurde die Mischung bei 
37°C inkubiert.  
Zwecks der Untersuchung des Quellverhaltens der Hydrogele wurden die 
hergestellten Hydrogele vollständig gefriergetrocknet. Die trockenen Proben sind
dabei durch ihr konstantes Gewicht gekennzeichnet. 
Das Gewicht des getrockneten Gels wurde bestimmt, um anschließend 
Quellungsstudien vorzunehmen. Die Quellungsstudien wurden in einem PBS-Puffer 
system durchgeführt. Die Verwendung von PBS-Puffer ermöglicht die Quellung in 
einem Medium, welches den physiologischen Flüssigkeiten nahe kommt.
Aufgrund der vorhandenen Salze (138 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 und
KH2PO4) ähnelt der osmotische Druck der Lösung dem des menschlichen Körpers. 
Die Quellung wurde für drei verschiedene pH-Werte bestimmt und es handelt sich 
jeweils um eine Dreifachbestimmung.
8.3.2 Ergebnisse und Diskussion
Um den Einfluss der NCO-sP(EO-stat-PO)-Konzentration auf die Gelbildung zu 
untersuchen bzw. um herauszufinden welche die optimale Konzentration ist, wurde 
die Gelbildung für unterschiedliche Konzentrationen untersucht. Tabelle 44 stellt die 
Ergebnisse des Versuches dar. 
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Tabelle 44: Gelbildung in Abhängigkeit von unterschiedlichen NCO-sP(EO-stat-PO) Konzentrationen.
NCO-sP(EO-stat-PO)
Konzentration [%]
R16 Konzentration
[%]
Gelierzeit
3 15 über 15 Std.
4 15 über 15 Std.
5 15 1.5 min.
6 15 1 min.
7 15 über 15 Std.
8 15 20 min.
Es ist zu erkennen, dass die Abnahme der Gelierzeit mit der Zunahme der NCO-
sP(EO-stat-PO)-Konzentration korreliert. Bei der Gelbildung spielen viele Faktoren, 
wie die Homogenität der Mischung, die Rührgeschwindigkeit und der pH-Wert der 
Lösung eine bestimmte Rolle. Die Erhöhung der NCO-sP(EO-stat-PO)-Konzentration
über 6% führt zur Bildung einer hochviskosen Lösung und somit zu einer 
schlechteren Auflösung des NCO-sP(EO-stat-PO). 
Bei der Verwendung von größeren Volumina treten ebenfalls unerwartete Probleme 
auf. Das hochviskose NCO-sP(EO-stat-PO) kann im Falle eines größeren Volumens 
nicht so schnell und homogen in der Probe verteilt und aufgelöst werden, so dass die 
Gelierzeit stark zunimmt.
Die Charakterisierung der Gele erfolgte mittels REM. Die Abbildungen 142 und 143
zeigen die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Gele. Sie besitzen eine stark 
ausgeprägte dreidimensionale Struktur, die auf den Aufnahmen deutlich zu erkennen
ist. 
Bei der Untersuchung der Gele mit unterschiedlicher Zusammensetzung wurde 
festgestellt, dass die gebildeten Strukturen sich kaum voneinander unterscheiden. 
Unabhängig von den Konzentrationen des jeweiligen Proteins und Polymers besitzen 
die Gele eine ähnliche innere Struktur. Die unten dargestellten Abbildungen zeigen
die erhaltene dreidimensionale Gelstruktur am Beispiel einer 15% R16/5% NCO-
sP(EO-stat-PO) Probe.
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Abbildung 142: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines 15% R16/5% NCO-sP(EO-stat-PO) Gels
Vergrößerung: 1000-fach
In Abbildung 143 ist ein 15% R16/5% NCO-sP(EO-stat-PO)-Gel dargestellt. Bei einer 
Aufnahme mit 5.000facher Vergrößerung wird die innere dreidimensionale Struktur 
besser ersichtlich.
Abbildung 143: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines 15% R16/5% NCO-sP(EO-stat-PO) Gels
Vergrößerung: 5000-fach
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Zur Durchführung von Quellungsstudien wird die 15% R16-Lösung physikalisch 
stabilisiert. Bei der anschließenden Umsetzung mit NCO-sP(EO-stat-PO) wird das 
Gel gebildet. Der NCO-sP(EO-stat-PO) Anteil beträgt 8%. Die Probe wird 
gefriergetrocknet und anschließend gewogen. Die Quellung wird in PBS 
durchgeführt. Der prozentuale Quellungsgrad wird wie folgt ausgerechnet: 
mg: Masse des gequollenen Gels
mt: Masse des getrockneten Gels
Die Abbildung 144 stellt die Ergebnisse der Quellungsstudien dar. 
Abbildung 144: Quellungsverhalten eines Protein/Polymer Gels im PBS-Puffer bei unterschiedlichen pH-Werten.
Aus der oben dargestellten Abbildung ist ersichtlich, dass die Wasseraufnahme des 
Hydrogels vom pH-Wert abhängig ist. Die schnellste Quellung erfolgt bei einem pH-
Wert von 7.4, der auch einem physiologischen pH-Wert entspricht. Eine starke 
Wasseraufnahme ist wünschenswert, da die spezifische Geloberfläche sich dadurch 
vergrößert. Die Tatsache, dass die stärkste Quellung beim einem physiologischen 
pH-Wert erfolgt, begünstigt die mögliche Anwendung solcher Gele im lebendigen 
Organismus. Hierzu spielt auch die Geschwindigkeit der Wasseraufnahme eine 
große Rolle, die ebenfalls bei einem pH von 7.4 am schnellsten erfolgt.
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Des Weiteren wurden auch Gele mit unterschiedlichem NCO-sP(EO-stat-PO)-Anteil
in Bezug auf ihr Quellverhalten in PBS untersucht. Die Graphik 145 zeigt die 
Ergebnisse der Quellungsstudie der Gele, deren NCO-sP(EO-stat-PO) Anteil jeweils
8% und 9% betrug. 
Abbildung 145: Quellungsstudien der Gele mit unterschiedlichem NCO-sP(EO-stat-PO) Anteil in PBS-Puffer.
Aus dieser Grafik ist ersichtlich, dass Gele mit einem niedrigen NCO-sP(EO-stat-PO)
Anteil schneller und insgesamt stärker aufquellen können. Bei einem größeren 
Konzentrationsunterschied ist die Differenz möglicherweise noch stärker ausgeprägt. 
Die Geschwindigkeit der Wasseraufnahme ist durch einen unterschiedlichen 
Vernetzungsgrad der Proben zu erklären. Die Probe mit einem höheren NCO-sP(EO-
stat-PO) Anteil weist eine stärkere Vernetzung und eine damit verbundene 
schwächere Wasseraufnahme auf. 
Unabhängig vom NCO-sP(EO-stat-PO) Anteil zeichnen sich die R16/ NCO-sP(EO-
stat-PO)-Gele durch eine ausgesprochen gute Wasserstabilität aus. Eine starke 
Abnahme der Gesamtmasse durch z.B. einen Zerfall ist auch nach mehrtägiger 
Inkubation nicht zu beobachten.
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8.3.3 Zusammenfassung und Ausblick
Aufgrund der bisher durchgeführten Untersuchungen ist festzuhalten, dass 
spinnenseidenähnliche Proteine ein für die Darstellung von Gelen geeignetes 
Material ist. Zusammen mit NCO-sP(EO-stat-PO) bilden sie ein Gel, dessen 
dreidimensionale poröse Struktur eine gute Basis für die Ansiedlung und Wachstum 
von Zellen darstellen kann. Die im Allgemeinen konstant bleibende Gesamtmasse 
des Konstrukts spiegelt die gute Vernetzung zwischen den Proteinen und NCO-
sP(EO-stat-PO)-Molekülen wieder. Die oben dargestellten Quellungsstudien weisen 
auf die rasche Wasseraufnahme und die damit verbundene schnelle Gelquellung hin. 
Dies könnte den Zellen verhelfen, schneller und effizienter in den gebildeten 
Hohlräumen zu migrieren. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass R16/ NCO-sP(EO-stat-PO)-Konstrukte 
durchaus z.B. als Trägermaterial im Tissue Engineering eingesetzt werden können. 
Für den möglichen Einsatz  bedarf es allerdings noch weiterer Untersuchungen. 
Insbesondere ist die Zytotoxizität der Gele zu untersuchen.
8.4 Polyglycidol basierende Hydrogele
8.4.1 Experimenteller Teil
8.4.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Das Protein R16 wurde von der BASF SE zur Verfügung gestellt. Sowohl 
Guanidinthiocyanat (≥ 99% für Biochemie) als auch Natriumhydrogencarbonat (≥ 
99%) wurden bei Carl-Roth erworben. Das Natriumhydroxid (wasserfrei), die 
Dialysemembran (MWCO ca. 12.400 Da) wurden bei Kemper & Co und Sigma-
Aldrich bezogen. Das für die Darstellung von Gelen verwendete sPG wurde am DWI 
synthetisiert. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit Hilfe eines
Hitachi-S-4800 Ultra high resolution SEM im Kryo-Modus. Die Bearbeitung der 
Aufnahmen erfolgte mit der Software Hitachi S-4800 Scanning Electron Microscope 
Version 2.10.
Der experimentelle Teil dieses Unterkapitels wurde von Martin Krähnke im 
Rahmen seiner Masterarbeit am ITMC an der RWTH durchgeführt. [123]
Die Darstellung der stabilisierten Proteindispersionen erfolgte mittels des 
synthetischen Oligomers P(Phenylglycidylether)-block-P(Carboxymethyl-glycidyl-
ether)-(3,3), einer natürlichen Aminosäure Arginin und physikalisch (pH und 
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Temperatur-Einwirkungen). Die Synthese der Hydrogele erfolgte durch Vermischen 
von 0.5 mL jeweilig stabilisierter Proteinlösung mit sPG. Das Gemisch wurde 
anschließend drei Minuten gerührt. Bei allen Proteindispersionen handelte es sich 
um eine 15% (m/v) Lösung. Der Anteil an sPG richtete sich nach einem Verhältnis
der reaktiven Endgruppen von NH2/VS= 6.5. Um eine vollständige Quervernetzung 
zu gewährleisten, erfolgte eine nachträgliche Inkubation für 24 Std. bei 37°C. Zur 
Untersuchung des Quellungsverhaltens erfolgte anschließend eine Lyophilisierung 
und Bestimmung des Trockengewichts. Für die Quellungsstudien wurden Gele in 
PBS (pH 7.4) getränkt und nach einer vorher festgelegten Zeit aus dem Puffer
entfernt. Unmittelbar nach dem Entfernen des überschüssigen Puffers erfolgte die 
Bestimmung des Gewichtes im gequollenen Zustand. [123]
Die Proben für die Zytotoxizitätsuntersuchungen wurden folgenderweise vorbereitet. 
Die R16-Hydrogele wurden wie oben beschrieben hergestellt. Nach vollständiger 
Quervernetzung wurden die Proben mit einem mL sterilfiltrierten PBS Puffer versetzt 
und für 15 Min. auf einem Schüttler gewaschen, um ungebundenes R16 zu lösen und 
den pH der Hydrogele auf 7.4 einzustellen. Der Waschvorgang wurde fünf Mal 
wiederholt. Jede synthetisierte Hydrogelprobe wurde mit einem ml Zellkulturmedium 
versetzt und bei 37°C für 24 Stunden inkubiert. Der gebildete Hydrogelextrakt wurde 
anschließend für den indirekten Zytotoxizitätstest verwendet. [123]
Vor der Aussaat wurden die Zellen zweimal mit 10 mL EDTA angereichertem 
Dullbeccos Ca2+ und Mg2+ freiem PBS Puffer gewaschen und mit zwei mL Accutase 
von Invitrogen™ versetzt. Dadurch erfolgt eine Ablösung der Zellen von der 
Oberfläche. Nach dreiminütiger Inkubation bei 37°C erfolgte eine Kontrolle unter dem 
Mikroskop. Die Accutasereaktion wurde anschließend unter Zugabe von 12 mL 
Medium gestoppt. Mit Hilfe eines Hematocytometers (Firma Labor Optik) wurde die 
Anzahl der lebenden Zellen ermittelt und die Zellen ausgesät. Alle Experimente 
wurden, soweit nicht anders erwähnt, mit einer Zellzahl von 25000 Zellen/well 
durchgeführt. [123]
Der indirekte Zytotoxizitätstest wurde wie folgt durchgeführt. In einer 
96-well Platte wurden 5000 Zellen in 200 μL Medium vorgelegt und bei 37°C 
inkubiert. Zu den Zellen wurden 100 μL vom Überstand des Hydrogelextrakts 
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gegeben. Zur Positivkontrolle wurden 100 μL reinen Mediums hinzugefügt. Die
Inkubation erfolgte 24 Stunden bei 37°C. Anschließend wurden von jeder Probe 100 
μL des Überstands in eine 96 well Platte pipettiert. Dazu wurden 100 μL des 
CytoTox-ONE™ Reagent hinzugegeben und vermischt. Nach zehnminütiger 
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 μL
Stopppufferlösung zu jedem well abgebrochen. Die Analyse der Proben erfolgte mit 
einem Tecan Infinite M200 bei einer Anregungswellenlänge von 560 nm und einer 
Emissionswellenlänge von 590 nm. Die Bearbeitung der Daten erfolgte mit der 
Software Tecan i-Control™. Die Maximal-LDH-Kontrolle wurde mit 6 μL Lysepuffer 
versehen, um die Zellen aufzuschließen und die gesamte intrazelluläre LDH 
freizusetzen. [123]
Die Zytotoxizität der Hydrogelextrakte wird indirekt über die Zellvitalität angegeben 
anhand folgender Formel berechnet: 
Jede Probe wird im Dreifachansatz analysiert. [123]
8.4.2 Ergebnisse und Diskussion
Die R16/sPG-Hydrogele konnten hergestellt werden. Die Wasseraufnahmekapazität 
eines Gels hängt unmittelbar mit seiner inneren Struktur zusammen. Diese
dreidimensionale Gelstruktur kann grundsätzlich sehr gut in einem schockgefrorenen 
Zustand mit Hilfe eines FE-SEMs untersucht werden. Hierfür werden die fertigen 
Gele in flüssigem Stickstoff eingefroren und in die dafür vorgesehene und gekühlte 
Kamer des Mikroskops eingeführt. Die nachstehende Abbildung 146 stellt
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der R16/sPG-Hydrogele dar, deren 
Proteinanteil mit L-Arginin stabilisiert wurde.  
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Abbildungen 146: Elektronenmikroskopischen Aufnahmen von dreidimensionaler Netzwerkstruktur eines R16-Hydrogels.
Links: 5000-fache, Mitte: 15000-fache, Rechts: 50000-fache Vergrößerung
(Proteinlösung mit L-Arg stabilisiert, 15% (w/v), NH2/VS= 6.5)
[123]
Diese mikroskopischen Aufnahmen bilden eine typische netzartige Struktur eines 
Hydrogels ab. Mit der steigenden Vergrößerung werden die Beschaffenheit der 
Oberfläche, die Poren und deren Größe gut sichtbar. Es konnte keine Abhängigkeit 
der Porengröße von der Zusammensetzung der Probe oder vom Verhältnis der 
reaktiven Gruppen festgestellt werden. Bei allen Proben werden sowohl kleine als 
auch größere Poren gefunden. In den oben dargestellten Beispielen sind bei 
50000fache Vergrößerung besonders feine Strukturen des schwammartigen 
Netzwerks zu erkennen. Die Porengröße beträgt wenige zehntel Nanometer.
Die auf dem oben beschriebenen Wege synthetisierten Hydrogele wurden auf ihr 
Quellungsverhalten untersucht. Die Quellung wird in Prozent angegeben, dabei wird 
der prozentuale Wassergehalt wie folgt ausgerechnet: 
mg - mt
mg
x 100Wassergehalt =
mg: Masse des gequollenen Gels
mt: Masse des getrockneten Gels
Der Wasseranteil wird für drei ausgewählte Arten der Stabilisierung bestimmt und 
einzeln gegen die Zeit aufgetragen. Abbildung 147 stellt das Quellungsverhalten 
eines R16/sPG-Gels dar, dessen Protein mit Hilfe des Oligomers stabilisiert ist. [123]
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Abbildung 147: Quellungsverhalten des R16/sPG-Gels bei Oligomerstabilisierung.
[123]
Aus dem Diagramm ist ersichtlich, dass die Gelquellung innerhalb von einer Minute
erfolgt. Schon nach einer Minute erhöht sich das Gewicht um ein Vielfaches. Im 
Laufe der Zeit wird weiter Wasser aufgenommen, wobei sich der Prozess aber stark 
verlangsamt. Dies liegt offensichtlich an der Sättigung des Gels. 
Die nachstehende Abbildung 148 repräsentiert die Quellungsstudie eines anderen 
R16/sPG-Gels. In diesem Fall wurde das Protein R16 mit Arginin stabilisiert. Genauso 
wie in dem oben dargestellten Versuch findet auch in diesem Fall eine rasche 
Wasseraufnahme statt. Bei weiterer Inkubation ändert sich das Gelgewicht und somit 
der Wasseranteil relativ langsam. 
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Abbildung 148: Quellungsverhalten des R16/sPG-Gels bei Argininstabilisierung.
[123]
Die Abbildung 149 stellt das Ergebnis der Untersuchung des Quellungsverhaltens 
dar. Im Falle des physikalisch stabilisierten Proteins R16 wird ein ähnliches
Quellungsverhalten beobachtet.
Abbildung 149: Quellungsverhalten des R16/sPG-Gels bei physikalischer Stabilisierung.
[123]
Innerhalb von fünf Minuten erreicht der Wasseranteil seinen höchsten Wert und 
ändert sich im Laufe der nächsten 50 Minuten nur gering.
Der direkte Vergleich aller Graphen ist aus Abbildung 150 zu entnehmen.
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Abbildung 150: Quellungsverhalten des R16/sPG-Gels in Abhängigkeit von der Variante der Stabilisierung.
[123]
Beim Vergleich wird deutlich, dass die Art der Proteinstabilisierung keinen großen 
Einfluss auf die Wasseraufnahmekapazität hat. Unabhängig von der 
Stabilisierungsart der Proteinkomponente nimmt das Gel sehr schnell Wasser auf. 
Die weitere Wasseraufnahme über einen längeren Zeitraum erfolgt relativ langsam.
8.4.3 Zytokompatibilität von R16/sPG-Hydrogel
Die Zytokompatibilität von R16/sPG-Hydrogelen wurde mittels indirekten 
Zytotoxizitätstests ermittelt. Die Hydrogelproben und deren Extrakte wurden wie 
bereits beschrieben angefertigt. Die Zellvitalität der verwendeten Fibroblasten wird 
mit einer Positivkontrolle verglichen. Als Positivkontrolle werden die gleichen Zellen 
in normalem Zellkulturmedium ohne Hydrogele oder deren Extrakte 
verwendet. Die Zellvitalität der Positivkontrolle wird als 100% angenommen. Die 
genauen Werten und weiterführenden Studien sind der Masterarbeit von Martin 
Krähnke zu entnehmen. [123]
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Abbildung 151: Relative Zellvitalität verschiedener Hydrogele bei indirekten Zytotoxizitätstests .
A: 15% R16, L-Arg stabilisiert + sPG VS/NH2= 6.5;
B: 15% R16, physik. stabilisiert + sPG VS/NH2= 6.5;
C: 15% R16, Oligomer stabilisiert + sPG VS/NH2= 6.5
[123]
Aus dem Graph ist ersichtlich, dass die dargestellten Hydrogele generell keine 
Zelltoxizität aufweisen. Zwar ist eine geringe Zelltoxizität nach 24 Stunden 
festzustellen, diese liegt im Bereich von ca. 10%. Der weitere Anstieg an relativer 
Zellvitalität lässt vermuten, dass die am Anfang festgestellte geringe Toxizität durch 
eine notwendige Umstellung der Stoffwechselwege und die damit verbundene 
Anpassung an das Zellmedium und die Hydrogelextrakte hervorgerufen wird, was 
eine Schädigung der Zellmembran und zum Ausströmen der LDH zur Folge 
haben kann. Bereits nach 48 Stunden wird keine Zytotoxizität mehr nachgewiesen. 
Bei manchen Proben liegen die Werte im Vergleich zur Positivkontrolle sogar höher. 
Im Allgemeinen spricht dieses Ergebnis für die Verwendung dieses Konstrukts als 
möglichen Träger. [123]
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Die durchgeführten direkten Zellversuche konnten jedoch nicht als erfolgreich 
bewertet werden. Sowohl beim Beimischen von Zellen in das noch nicht vollständig 
quervernetzte Gel als auch beim Auftragen auf das vollständig quervernetzte Gel 
konnte kein Zellwachstum festgestellt werden. Die möglichen Ursachen sind im Falle 
der Beimischung eine fehlende Nährstoffversorgung bzw. eine fehlende Möglichkeit 
zur Bindung an die Oberfläche im Falle eines quervernetzten Gels. Die beiden 
Faktoren führen schließlich zum Absterben der Zellen. [123]
8.4.4 Zusammenfassung und Ausblick
Das Ziel des Unterkapitels war die Darstellung eines Hydrogels auf Basis von R16
und sPG und die Durchführung von entsprechenden Quellstudien. Außerdem 
konnten die Quellungsstudien  unmittelbar mit den gleichen Versuchen aus dem 
Abschnitt 8.3 verglichen werden. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sowohl NCO-sP(EO-stat-PO) als auch 
sPG eine Synthese von Hydrogelen in Verbindung mit dem spinnenseidenähnlichen 
Protein R16 ermöglicht. Die Gele bleiben über einen längeren Zeitraum stabil und 
zeichnen sich durch eine gute Wasseraufnahmekapazität aus. Im Rahmen der 
Untersuchung des Quellverhaltens der Gele wurde festgestellt, dass die R16/sPG 
Gele über eine deutlich stärkere Wasseraufnahmekapazität verfügen. Außerdem 
nehmen diese Gele viel schneller Wasser auf. Unter Anderem bilden sie sich 
schneller aus und sind in der Handhabung leichter. Die in Bezug auf eine mögliche 
Zytotoxizität von Hydrogelen durchgeführten indirekten Zytotoxizitätstests weisen 
insgesamt auf die Biokompatibilität der Gele hin. In Anbetracht dieser Tatsachen 
erscheinen die R16/sPG Gele als guter Kandidat für eine mögliche Anwendung z.B. 
im Tissue Engineerung. 
Aufgrund dieser Erfolge soll bei zukünftigen Forschungen vor allem auf das 
Zellwachstum eingegangen werden. Die mögliche Lösung dieses Problems könnte 
z.B. das Immobilisieren von spezifischen Erkennungssequenzen und
Adhäsionsmolekülen sein. Eine weitere Möglichkeit könnte das Beimischen von 
proliferationsstimulierenden Substanzen innerhalb des Gels sein. [123]
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Kapitel 9. Stabilisierung des Proteins C16 mit handelsüblichen amphiphilen 
Polymeren
9.1. Verwendete Materialien und Geräte
Das hydrophobe Protein C16 und fast alle verwendeten Polymere Luviskol® vA 64, 
Kollidon® 90 F, PVA 98-99 %, Mowiol® 40-88, PEO 20 000 und 600 000,  Pluronic®
PE 6800 und 7400, Lutensol® AT 25 und Lutensol® AT 80 E wurden von der BASF 
zur Verfügung gestellt. Lediglich PEO 900.000 und PEO 600.000 wurden von Sigma-
Aldrich bezogen. Alle Chemikalien wurden ohne zusätzliche Aufreinigung verwendet.
9.2 Experimenteller Teil
Das Protein C16 wurde in 6M GdnSCN gelöst. Zur entstandenen Lösung wurde 
jeweils eine der o.g. Polymere in einem definierten Protein/Polymer-Verhältnis 
zugegeben und ebenfalls aufgelöst. Anschließend erfolgte eine Dialyse gegen 
destilliertes Wasser. Die Verspinnbarkeit wurde mittels einer Elektrospinninganlage 
von Gimpel Ingenieur-Gesellschaft mBH überprüft. Die 1 mL Einmalspritze und 
Einmalkanüle 0.8 mm wurden bei der Firmen B. Braun Melsungen AG gekauft. Für 
die Visualisierung von Fasern wurde das Rasterelektronenmikroskop S-3000N von 
Hitachi verwendet.
9.3 Ergebnisse und Diskussion 
Die eingesetzten Chemikalien unterscheiden sich stark in ihrer chemischen 
Zusammensetzung, Wasserlöslichkeit und Größe. Einerseits sind Lutensol® und 
Pluronic®  hydrophober als Mowiol® und PEO, andererseits haben PEO und Kollidon® 
ein deutlich höheres Molekulargewicht. Die Polymere wurden getestet, um ein 
Polymer zu identifizieren, das einen Stabilisierungseffekt in Bezug auf das Protein 
C16 aufweist. Unter dem Stabilisierungseffekt eines Stoffes in Bezug auf dieses
Protein wird die Fähigkeit des Stoffes verstanden, das Protein im wässrigen Medium 
auch nach dem Entfernen eines chaotropen Salzes stabil zu halten. Das Protein darf 
nicht ausfallen. Außerdem soll der Proteingehalt in der Lösung erhöht werden. Ein 
wichtiger Punkt ist dabei das Protein/Polymer-Verhältnis. Bei der Erhöhung des 
Proteingehaltes soll darauf geachtet werden, dass der Polymergehalt
möglichst gering gehalten wird, denn nur so kann das Protein/Polymer-Verhältnis
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zugunsten des Proteins verschoben werden. Hierfür können unterschiedliche 
Strategien verwendet werden, die auf Anwendungen von Polymeren mit z.B. 
unterschiedlichen molekularen Massen oder chemischen Zusammensetzungen 
beruhen. Die Tabelle 45 führt die wichtigsten Daten, der eingesetzten Polymeren, 
auf. 
Tabelle 45: Zur Stabilisierung vom Protein C16 verwendete Polymere
Bezeichnung Chemische Struktur Gewicht ca.
[g/mol]
Kollidon® 90 F 1 000 000
Lutensol®
AT 80 E
RO-(CH2CH2-O-)xH
R = Linearer C16 oder C18 – fettige Alkohol
x = 11, 13, 18, 25, 50 oder 80
3800
Luviskol® va 64 60 000
Mowiol® 40-88
PVA 98-99%
[-CH2CHOH-]n
n ist variabel
110 000
85 000-124 000
PEO (-CH2-CH2-O-)n
n ist variabel
20 000
600 000
900 000
Pluriol® E 9000 HO(CH2CH2O)nH
n ist variabel
9000
Pluronic®
PE 6800
PE 7400
[H-(C2H4-O)a-(C3H6O)b]2N-
CH2-CH2-N[(C3H6O)b -(C2H4-
O)a-H]2
a und b sind variabel
8000
3800
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Der Einsatz dieser Polymere soll zu einer Protein-Polymer-Wechselwirkung führen. 
Diese Wechselwirkung könnte, in Verbindung mit einer guten Löslichkeit der 
zugesetzten Polymeren, zu einer Bildung von Protein-Polymer-Mizellen führen und 
somit zur Stabilität der wässrigen Proteinlösungen beitragen. Außer Stabilität ist das 
Kriterium der Verspinnbarkeit der stabilisierten Lösung sehr wichtig. Prinzipiell sind 
Proteinlösungen z.B. aus Ameisensäure verspinnbar, jedoch kann die 
Verspinnbarkeit der stabilisierten spinnenseidenähnlichen Proteine aus wässrigen 
Lösungen gewisse Probleme bereiten, da die Proteine in einer unvollständig 
entfalteten Form vorliegen. [126, 127]
Dies führt vor allem zur Abnahme der Viskosität der Lösung. Die Tabelle 46 fasst die 
Ergebnisse der Untersuchung zusammen.
Tabelle 46: Ergebnisse zur Verspinnbarkeit von stabilisierten C16-Lösungen 
C16-
Konzentration
[m/v %]
Polymer, Konzentration
[m/v %]
Dialysezeit
[Std.]
Ergebnis
2% Kollidon® 90 F, 5 % 5 Stabil, nicht verspinnbar
3% Lutensol® ,7% 5 Instabil,
fällt aus
3% Luviskol® va 64, 5% 5 Stabil, nicht verspinnbar
2% Mowiol® 40-88, 8% 5 Stabil, nicht verspinnbar
2% PVA 98-99%, 8% 5 Stabil, nicht verspinnbar
3% PEO 20 000, 4% 5 Instabil,
fällt aus
4% PEO 600 000, 2% 5 Stabil, nicht verspinnbar
4% PEO 900 000, 3% 5 Kurze Zeit stabil
2% Pluriol® E 9000, 5% 5 Instabil,
fällt aus
3% Pluronic® PE 7400, 6% 5 Instabil,
fällt aus
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9.4. Zusammenfassung und Ausblick
Bei Zugabe der oben beschriebenen Stoffe konnte eine prinzipielle Machbarkeit der 
Stabilisierung von hydrophoben Proteinen in wässrigen Medien gezeigt werden.
Aufgrund dessen, dass die Proben danach aber nicht verspinnbar waren, kann 
dieses Ergebnis nur teilweise als zufriedenstellend bezeichnet werden. 
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Kapitel 10. Infrarotspektroskopische Untersuchungen der Nanofasern auf 
Proteinbasis 
10.1 Experimenteller Teil
10.1.1 Verwendete Materialien und Geräte
Das Lösemittel Methanol wurde von VWR bezogen. Die Herstellung von zu 
untersuchenden elektrogesponnenen Vliesen auf Alufolie erfolgte am DWI an der 
RWTH e.V. Die Untersuchung der Fasern erfolgte elektronenmikroskopisch am REM 
S-3000N von Hitachi. R16 und R16-Arg8/PEO-Nanovliese, deren Proteinanteil durch 
Albumin oder Proteinfragmente stabilisiert wurde, sind ebenfalls mittels IR-
Spektroskopie wie in Abschnitt 6.3 beschrieben untersucht worden.
10.2 Ergebnisse und Diskussion
Nanofasern auf Basis der mit Albumin stabilisierten spinnenseidenähnlichen Proteine
Die Abbildung 152 stellt das aufgenommene IR-Spektrum des Vlieses dar.
Abbildung 152: FT-IR-Spektrum eines durch ff.BSA stabilisierten R16-Vlieses. 
Die Positionen von Amid I- und Amid II-Banden bei 1655 cm-1 und 1543 cm-1 deuten 
auf eine α- bzw. ungeordnete sekundäre Proteinstruktur hin. Die Abbildung 153 zeigt 
das nach einer Methanol-Nachbehandlung aufgenommene IR-Spektrum.
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Abbildung 153: FT-IR-Spektrum eines durch ff.BSA stabilisierten R16-Vlieses,
Nachbehandelt mit MeOH.
Wider Erwarten wird die Proteinstruktur durch die Nachbehandlung nicht geändert.   
Die beiden Spektren werden in der folgenden Abbildung überlagert dargestellt, um 
eventuelle Abweichungen im Spektrenprofil sichtbar zu machen.
Abbildung 154: FT-IR-Spektrum eines durch ff.BSA stabilisierten R16-Vlieses ± MeOH-Nachbehandlung.
Schwarz: ohne Nachbehandlung
Rot: mit Methanol-Nachbehandlung
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Bei dieser Darstellung von Spektren ist die exakt gleiche Lage von Amid I und Amid 
II-Banden deutlich zu erkennen. Es erfolgt keine Strukturänderung innerhalb der R16-
Proteinkette nach Methanol-Nachbehandlung. Die Tatsache lässt sich durch die 
Ausbildung eines starken R16/ff.BSA-Komplexes erklären, der die Änderung der 
Proteinkonformation durch die Einwirkung von Methanol verhindert. Dieser Komplex 
entsteht während der Dialyse und trägt entscheidend zur Stabilisierung von R16-
Protein bei.  Des Weiteren wurde auch das R16-Arg8-Protein in Bezug auf die 
Sekundärstruktur hin untersucht. Das in Abbildung 155 dargestellte IR-Spektrum ist 
mit dem Spektrum von R16 vergleichbar.
Abbildung 155: FT-IR-Spektrum eines durch ff.BSA stabilisierten R16-Arg8-Vlieses.
Die Lage von Amid I und Amid II-Banden bei oben aufgeführter Abbildung 155 ist 
einer α- oder ungeordneten sekundären Proteinstruktur zuzuordnen. Die mit 
Methanol nachbehandelte Probe weist eine leichte Konformationsänderung auf, die 
sich in Abbildung 156 als eine Schulter von Amid I-Bande bei 1628 cm-1 und eine 
leichte Verschiebung der Amid II-Bande bemerkbar macht.
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Abbildung 156: FT-IR-Spektrum eines durch ff.BSA stabilisierten R16-Arg8-Vlieses,
Nachbehandelt mit MeOH.
Interessanterweise ist diese Umwandlung bei dem R16-Protein nicht festzustellen. 
Dies könnte im Falle des R16-Arg8-Proteins durch das Vorhandensein von 
zusätzlichen hintereinander folgenden Arg-Einheiten beeinflusst werden, die durch 
stärkere Ladungsdichte eine Konformationsänderung verursachen. Eine 
überlagernde Darstellung beider Spektren macht die Veränderung im Peakprofil 
deutlicher.
Abbildung 157: FT-IR-Spektrum eines durch ff.BSA stabilisierten R16-Arg8-Vlieses ± MeOH-Nachbehandlung.
Schwarz: ohne Nachbehandlung
Rot: mit Methanol-Nachbehandlung
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Anhand der kleinen Schulter bei 1630 cm-1 ist eine Konformationsänderung der 
Proteine festzustellen. Die Große der Schulter weist auf eine minimale 
Konformationsänderung hin.
Nanofasern auf Basis der mit Proteinfragmenten stabilisierten 
spinnenseidenähnlichen Proteine
Das durch Proteinfragmente stabilisierte R16-Protein (Kapitel 4) weist eine α- bzw. 
ungeordnete Struktur auf. Dies belegen die Amid I und Amid II-Banden der IR-
Aufnahme des R16/PEO-Vlieses in Abbildung 158.
Abbildung 158: FT-IR-Spektrum eines durch R16-Fragmente stabilisierten R16-Vlieses.
Die anschließend erfolgte Methanol-Nachbehandlung verursacht eine starke 
Konformationsänderung und damit verbundene Verschiebung der Absorption-
Maxima, die an Abbildung 159 zu sehen ist.
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Abbildung 159: FT-IR-Spektrum eines durch R16-Fragmente stabilisierten R16-Vlieses,
Nachbehandelt mit MeOH.
Die Überlagerung der beiden Spektren verdeutlicht die Strukturänderung des R16-
Proteins nach der Methanol-Nachbehandlung.
Abbildung 160: FT-IR-Spektrum eines durch R16-Fragmente stabilisierten R16-Vlieses ± Methanol-Nachbehandlung.
Schwarz: ohne Nachbehandlung
Rot: mit Methanol-Nachbehandlung
Das R16-Arg8 konnte ebenso wie R16 mit seinen Fragmenten stabilisiert und unter 
Zugabe von PEO gesponnen werden. In Abbildung 161 ist das IR-Spektrum des mit 
R16-Arg8-Proteinfragmenten stabilisierten R16-Arg8-Proteins dargestellt.
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Abbildung 161: FT-IR-Spektrum eines durch R16-Arg8-Fragmente stabilisierten R16-Arg8-Vlieses.
Erwartungsgemäß weisen die Amid I (1653 cm-1) und Amid II (1541 cm-1)-Banden 
auf eine α- bzw. ungeordnete Struktur hin.
Die Abbildung 162 repräsentiert das Spektrum des mit R16-Arg8- Proteinfragmenten 
stabilisierten R16-Arg8-Proteins nach Methanol-Nachbehandlung.
Abbildung 162: FT-IR-Spektrum eines durch R16-Arg8-Fragmente stabilisierten R16-Arg8-Vlieses,
Nachbehandelt mit MeOH.
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Ebenso wie im Falle des R16-Proteins findet bei einer Methanol-Nachbehandlung 
eine deutliche Konformationsänderung des R16-Arg8-Proteins statt. 
Nach der Einwirkung von Methanol verschieben sich die beiden Amid-Banden zu 
niedrigeren Wellenzahlen und weisen entsprechend bei 1625 cm-1 und 1527 cm-1 auf 
eine β-Struktur hin. Allerdings findet keine vollständige Umwandlung statt. Dies wird 
in Abbildung 162 anhand der Schultern bei 1653 cm-1 und 1541 cm-1 ersichtlich. 
Die Abbildung 163 stellt zwei überlagerten Spektren dar.
Abbildung 163: FT-IR-Spektrum eines durch R16-Arg8-Fragmente stabilisierten 
R16-Arg8-Vlieses ± Methanol-Nachbehandlung.
Schwarz: ohne Nachbehandlung
Rot: mit Methanol-Nachbehandlung
Durch das Übereinanderlegen von Spektren werden die durch Methanol verursachte 
Verschiebung der Wellenzahlen und die Lage der „Schulter“ besser erkennbar. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die beiden mit Proteinfragmenten 
stabilisierten Proteine eine ziemlich ähnliche sekundäre Struktur aufweisen. Im Zuge 
der Methanol-Nachbehandlung findet sowohl bei R16 als auch bei R16-Arg8 eine 
unvollständige Umwandlung der sekundären Proteinstruktur statt. Jedoch ist mittels 
IR-Spektroskopie die Bildung der β-Struktur gut nachzuweisen.
Im Großen und Ganzen ist festzustellen, dass die Methanol-Nachbehandlung eine 
Änderung der sekundären Proteinstruktur hervorruft. Eine Ausnahme stellt die 
Proteinstruktur der mit ff.BSA stabilisierten Proteinprobe dar. Wie erwähnt, beruht 
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diese höchstwahrscheinlich auf der Art der spezifischen Wechselwirkung zwischen 
den beiden Proteinen. Aus den oben dargestellten Spektren ist ersichtlich, dass 
Methanol keine vollständige Strukturänderung sowohl bei R16 als auch im Falle von 
R16-Arg8 auslöst. Die Stärke der Änderung hängt nicht nur von der Art der 
Proteinstabilisierung sondern auch vom Protein ab, was z.B. beim Vergleich von zwei 
physikalisch-stabilisierten Proteinen deutlich wird. Die IR-Untersuchungen deuten 
insgesamt darauf hin, dass die Struktur der auf spinnenseidenähnlichen Proteinen
basierenden Vliese durch Methanol Einwirkung geändert werden kann. Diese 
Eigenschaft kann ausgenutzt werden, um Vliese gegenüber Wasser zu stabilisieren.
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Anhang
Abschnitt 6.4.3.2: Abbaubarkeit von Proteinfilmen durch natürliche Wundexsudate
Abbildung 164: A/s-Analyse des Wundexsudates „A“ nach 
1 Stunde der Inkubation des R16-Arg8-Filmes.
Abbildung 165: A/s-Analyse des Wundexsudates „A“ nach 
18 Stunde der Inkubation des R16-Arg8-Filmes
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Abschnitt 6.4.3.3: Abbaubarkeit von aus Ameisensäure gesponnenen Proteinvliesen 
durch natürliche Wundexsudate
Abbildung 166: A/s-Analyse des Wundexsudates „B“ aus akuter 
Wunde nach 1 Stunde der R16-Proteininkubation.
Abbildung 167: A/s-Analyse des Wundexsudates „B“  aus akuter 
Wunde nach 24 Stunden der R16-Proteininkubation.
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Abbildung 168: A/s-Analyse des Wundexsudates „C“ aus akuter 
Wunde nach 1 Stunde der R16-Arg8-Proteininkubation.
Abbildung 169: A/s-Analyse des Wundexsudates „C“ aus akuter 
Wunde nach 24 Stunden der R16-Arg8-Proteininkubation.
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Abbildung 170: A/s-Analyse des chronischen Wundexsudates „D“ 
nach 1 Stunde der R16-Arg8-Proteininkubation.
Abbildung 171: A/s-Analyse des chronischen Wundexsudates „D“
nach 24 Stunden der R16-Arg8-Proteininkubation.
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Abschnitt 6.4.3.4: Abbaubarkeit von aus Wasser gesponnenen Proteinvliesen durch 
natürliche Wundexsudate
Abbildung 172: A/s-Analyse des Wundexsudates aus akuter 
Wunde „E“ nach 30 Min. der Inkubation des R16/PEO-Vlieses.
Abbildung 173: A/s-Analyse des Wundexsudates „E“ aus akuter 
Wunde nach 24 Std. der Inkubation des  R16/PEO-Vlieses.
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Abbildung 174: A/s-Analyse des Wundexsudates „E“ aus akuter 
Wunde nach 30 Min. der Inkubation des R16-Arg8/PEO-Vlieses.
Abbildung 175: A/s-Analyse des Wundexsudates aus akuter 
Wunde nach 24 Std. der Inkubation des R16-Arg8/PEO-Vlieses.
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